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Zusammenfassung

Interleukin 23 (IL-23) ist ein pro-inflammatorisches Zytokin der IL-12 Familie, das an der
Abwehr bakterieller Erreger und Pilzinfektionen beteiligt ist. Uberaktivitit von IL-23 kann
jedoch gleichzeitig zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen wie Psoriasis, Multipler
Sklerose, chronisch-entziindlicher Darmerkrankungen oder rheumatoider Arthritis beitra-
gen. IL-23 vermittelt seine Signale iiber einen heterodimeren Rezeptor aus IL-12Rf1 und
IL-23R. Nach Bindung an den Rezeptor wird u. a. der JAK-/STAT- (Januskinase/ signal
transducer and activator of transcription) Signalweg aktiviert. Die aktivierten JAKs phos-
phorylieren Tyrosinreste in der intrazelluldren Domine des IL-23R, die wiederum als Bin-
destelle fiir Signalproteine wie STAT3 oder SHP2 dienen. STATs induzieren u. a. die Tran-
skription von suppressor of cytokine signaling (SOCS) Proteinen. Einige Studien belegen,
dass SOCS das urspriingliche Zytokinsignal durch Interaktion mit dem Rezeptor in einem
negativen Riickkopplungsmechanismus hemmt. Trotz Anstiegs der SOCS3 Expression in
Zellen nach IL-23 vermittelter Signaltransduktion fiihrt dies nicht zu einer negativen Regu-
lation der JAK/STAT Kaskade wie beispielsweise im IL-6 und gp130 vermittelten Signal-
weg. Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine SOCS3 vermittelte Reduktion des IL-23 Signals
etabliert werden. Dafiir wurden chimére humane (h)IL-23R-gp130 Rezeptorvarianten klo-
niert, die nach Transduktion und stabiler Expression in Ba/F3-Zellen hinsichtlich ihres
Proliferations- und Stimulationsverhaltens nach IL-23 Gabe untersucht wurden. Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchungen legen nahe, dass eine SOCS3 vermittelte Hemmung des 1L-23
Signals durch chimére IL-23R mdglich ist. Zudem konnte eine unterschiedliche IL-23 indu-
zierte Proliferation von Ba/F3 Zelllinien mit chimiren Rezeptoren beobachtet werden. Dies
ist am ehesten auf Verdnderungen des Motivs ,, WLYEDIPN* um Tyrosin 397 des IL-23R
zurlickzufiihren. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen die These, dass Y397
des humanen IL-23R eine Aktivierung des MAPK-Weges und somit eine STAT3 unabhén-
gige Zellproliferation vermittelt. Neben der Untersuchung der SOCS3-Auswirkung auf die
IL-23 induzierte STAT3 Aktivitét sollte eine ligandenunabhéngige, konstitutiv aktive IL-
23R Variante generiert werden. Dafiir wurden weitere chimdre Rezeptoren, bestehend aus
Anteilen des humanen IL-23R und des humanen IL-7R mit Insertion der 4 Aminosduren
»PPCL®, kloniert. Nach Transduktion und stabiler Expression in Ba/F3-Zellen konnte eine
ligandenunabhdngige, konstitutive Aktivitit der chiméren IL-23R-Variante sowie eine Ho-
modimerisierung des IL-23R in Stimulations- und Proliferationsanalysen beobachtet wer-

den.



Summary

Interleukin 23 (IL-23) is a pro-inflammatory cytokine of the IL-12 family that is involved in
the defense against bacterial pathogens and fungal infections. However, hyperactivity of IL-
23 can also contribute to the development of autoimmune diseases such as psoriasis, multiple
sclerosis, chronic inflammatory bowel disease (IBD) or rheumatoid arthritis. [L-23 transmits
its signals via a heterodimeric receptor consisting of IL-12Rf31 and IL-23R. After binding to
the receptor, the JAK/STAT (Janus kinase/ signal transducer and activator of transcription)
signaling pathway is activated. The activated JAKs phosphorylate tyrosine residues in the
intracellular domain of IL-23R, which in turn serve as a binding site for signaling proteins
such as STAT3 or SHP2. STATs induce, among other things, the transcription of suppressor
of cytokine signaling (SOCS) proteins, which inhibit the original cytokine signal by inter-
acting with the receptor in a negative feedback mechanism. Despite an increase in SOCS3
expression in cells after IL-23 mediated signal transduction, there is no negative regulation
of the JAK/STAT cascade, in contrast to the IL-6 and gp130 mediated signaling pathway.
The aim of this work was to establish a SOCS3-mediated inhibition of the IL-23 signal. For
this purpose, chimeric human IL-23R-gp130 receptor variants were cloned, which were ex-
amined in transduced Ba/F3 cells with regard to their proliferation and STAT3 activation
behavior. The results of these studies suggest that SOCS3-mediated inhibition of 1L-23 sig-
naling by chimeric IL-23R is possible. In addition, a different proliferation behavior of the
chimeric receptors was observed, which is most likely due to changes in the motif “WLYED-
IPN” around tyrosine 397 of IL-23R. The results support the hypothesis that Y397 mediates
activation of the MAPK pathway and thus STAT3-independent cell proliferation. In addition
to investigating the effect of SOCS3 on IL-23 induced STAT3 activation, a ligand-independ-
ent, constitutively active IL-23R variant was to be generated. To this end, additional chi-
meric receptors composed of portions of the human IL-23R and human IL-7R, with an in-
sertion of the four amino acids “PPCL”, were cloned. Following transduction and stable
expression in Ba/F3 cells, ligand-independent, constitutive activity of the chimeric IL-23R
variant as well as homodimerization of IL-23R was observed in stimulation and proliferation

assays.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zytokine — Botenstoffe des Immunsystems

Zytokine sind Signalproteine mit vielféltigen Funktionen. Sie dienen unter anderem als Bo-
tenstoffe innerhalb des Immunsystems und haben pro- als auch anti-inflammatorische Ei-
genschaften [1]. Anders als Hormone werden Zytokine von unterschiedlichen Zellarten syn-
thetisiert und entfalten ihre Wirkung meist auto- oder parakrin, membrangebunden juxtakrin
oder werden sezerniert und wirken endokrin [2]. Zur Signaltransduktion binden sie als Li-
gand an spezifische membranstindige Rezeptoren (R) und regulieren ferner die Prolifera-
tion, die Differenzierung und das Uberleben der Zielzellen. Bei fehlgeleiteter Inmunantwort
spielen Zytokine jedoch auch eine wichtige Rolle bei Autoimmun- sowie Krebserkrankun-
gen [3]. Des Weiteren steuern Zytokine embryonale Prozesse und sind an der Aufrechter-
haltung der Zellhomdostase beteiligt [4].

Zytokine konnen anhand ihrer Funktion in Gruppen eingeteilt werden, darunter
fallen die Interleukine (IL), Interferone (IFN), Chemokine und Wachstumsfaktoren. Weitere
Einteilungen erfolgen nach Struktur der Zytokine oder Homologien der Rezeptoren. Die zu-
gehorigen Rezeptoren werden anhand struktureller Gemeinsamkeiten in sieben Gruppen un-
terteilt: Tyrosinkinaserezeptoren, Serin-/Threoninkinaserezeptoren, Chemokinrezeptoren,
Tumornekrosefaktorrezeptoren, Rezeptoren der IL-1 und IL-17 Familie, sowie Klasse I und
II Zytokinrezeptoren [5]. Die Klasse I Zytokinrezeptoren (Hdmatopoetinrezeptoren) machen
dabei den grofiten Anteil aus. Alle zugehorigen Rezeptoren weisen extrazellulér eine cyfo-
kine-binding homology region (CHR) aus zwei fibronectin type 11l (FNIII)-Doménen auf,
worliber die Interaktion mit dem Zytokin erfolgt. Die CHRs sind geprédgt von vier konser-
vierten Cysteinresten Amino (N)-terminal, die Disulfidbriickenbildungen ermoglichen. Car-
boxy (C)-terminal findet sich das ,,WSXWS“-Motiv, das zur Rezeptorstabilisierung und -
faltung beitrégt. Zusitzlich konnen Klasse I Rezeptoren weitere FNIII-Doménen sowie Im-
munglobulin (Ig) dhnliche Doméinen im extrazelluliren Anteil (ECD) aufweisen [6-10]. Mit-
glieder dieser Rezeptorfamilie besitzen keine eigene Kinaseaktivitit und sind zur Signal-
transduktion deshalb auf intrazelluldr assoziierte Januskinasen (JAK) angewiesen [11]. Zy-
tokinbindung an den Rezeptoren fiihrt zu einer raumlichen Verdnderung der Rezeptorstruk-
tur, wodurch eine Transphosphorylierung und somit Aktivierung der assoziierten Kinasen

ausgelost wird (Abb. 1). Aktivierte JAKs initiieren wiederum intrazelluldre Signalwege wie



Einleitung

JAK/ signal transducer and activator of transcription (STAT)-, mitogen-activated protein
kinase (MAPK)-, phosphatidylinositol-3 kinase (P13K)-pathway und weitere [11, 12].
Besonders relevant fiir die Signaltransduktion der Klasse I Zytokinrezeptoren ist
der JAK/STAT-Signalweg (Abb. 1). Die vier bekannten Januskinasen 1-3 (JAK) bzw. Ty-
rosinkinase 2 (TYK2) interagieren {iber Box-Motive im membranproximalen intrazelluldren
Abschnitt (ICD) des Rezeptors. Aktivierte JAKs phosphorylieren intrazelluldre Tyrosinreste
am Rezeptor [13, 14]. Die phosphorylierten (p) Tyrosinreste fungieren als Bindestelle fiir
STAT Proteine. Es sind sieben STAT Proteine bekannt, STAT1, STAT2, STAT3, STATA4,
STAT5a, STATSb und STAT6. Uber eine C-terminale Scr homology 2 (SH2)-Domine bin-
den diese an phosphorylierte Tyrosinreste und werden somit ebenfalls durch die JAKs phos-
phoryliert. Anschliefend dimerisieren die STAT Proteine und gelangen in den Zellkern [15,
16]. Hier binden diese iiber eine zentrale konservierte Region innerhalb des STAT Proteins

an die Desoxyribonuklease (DNA) und wirken als Transkriptionsfaktoren (TF) [17].

A B

@

B e
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Abb. 1: Schematische Ubersicht des JAK/ STAT-Signalwegs und SOCS3. (A) Aktivierung des JAK/
STAT-Signalwegs. Zytokinbindung fiihrt zu Dimerisierung des Rezeptors und anschlieBender Transphospho-
rylierung assoziierter Januskinasen (JAK). Aktivierte JAKs phosphorylieren wiederum intrazelluldre Tyrosin-
reste, die dann als Bindestelle fiir STAT dienen. Auch diese werden phosphoryliert, dimerisieren und gelangen
als Transkriptionsfaktor in den Zellkern. Dort induzieren sie die Transkription u.a. von SOCS Proteinen, die
das Zytokinsignal in einer negativen Riickkopplungsschleife hemmen. Die Abbildung wurde erstellt mit Bio-
Render.com nach [6, 18]. (B) Schematische Ubersicht von SOCS3. Uber die zentrale SH2-Domine (griin)
interagiert SOCS3 mit phosphorylierten Substraten. Innerhalb der SH2-Doméne findet sich ein ,,PEST*“-Motiv
(orange), das die Proteinstabilitdt beeinflusst. Die SOCS Box (gelb) am C-terminalen Ende von SOCS3 ver-
mittelt den Abbau phosphorylierter Bindungspartner iiber das Proteasom. N-terminal (braun) findet sich au-
Berdem die kinase inhibitory region (KIR, rot), mithilfe dessen die Aktivitit der JAK direkt inhibiert wird. Die
Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com nach [19, 20].
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1.2 Signalhemmung durch SOCS Proteine
STATs induzieren unter anderem die Transkription und Aktivierung von suppressor of cy-
tokine signaling (SOCS), auch bekannt als cytokine inducible SH2 protein (CIS) oder STAT-
induced STAT inhibitor (SSI) [21-23]. Die SOCS Familie besteht aus acht Mitgliedern
(SOCS1-7 & CIS), wovon insbesondere CIS und SOCS1-3 in JAK/STAT-Signalwegen re-
levant sind [6, 24]. SOCS Proteine hemmen das Zytokinsignal in einem negativen Riick-
kopplungsmechanismus (Abb. 1). Dies ist entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der phy-
siologischen Zellfunktion. Somit wird eine iberméfBige und anhaltende Signaltransduktion
verhindert, die ansonsten zu chronischer Entziindung mit der Entstehung von Autoimmun-
erkrankungen, sowie vermehrter Zellproliferation und Tumorigenese fithren kann [25]. Ab-
hingig von Zytokin und aktiviertem STAT werden unterschiedliche SOCS Proteine transkri-
biert [18]. CIS wird dabei insbesondere von Erythropoetin, IL-2, IL-3 und IL-5 in STATS-
abhédngigen Signalwegen induziert; SOCS1 von IFN-y, IL-2, IL-4 und IL-7 [26, 27]. SOCS3
hemmt vor allem STAT3 und interagiert mit gp130-verwandten Zytokinrezeptoren [18].
Strukturell zeigen alle SOCS Proteine eine zentrale SH2-Doméne, welche zur In-
teraktion mit phosphorylierten Substraten bendtigt wird (Abb. 1). SOCS1 bindet iiber SH2
direkt an die aktive Januskinase, wohingegen CIS, SOCS2 und SOCS3 an phosphorylierte
Tyrosinreste in der ICD des Rezeptors binden [18, 28]. Dariiber hinaus besitzen alle SOCS
Proteine ein C-terminales Motiv konservierter Aminosduren mit hoher Sequenzsimilaritét,
die sogenannte SOCS Box [22, 24]. Die SOCS Box interagiert mit Elongin B/C [29, 30], das
wiederum Cullin5 rekrutiert. CullinS liegt in einem Komplex mit der Ringfingerdoméne
Rbx2 vor und bildet die Grundlage der Ubiquitin-Ligase E3 Aktivitéit. Phosphorylierte Bin-
dungspartner der SOCS Proteine werden durch die Ligase ubiquitiniert und iiber das Protea-
som abgebaut [31, 32]. Obwohl SOCS1 und SOCS3 Zytokinsignale am effektivsten hem-
men, binden diese Cullin5 mit niedrigerer Affinitét als die restlichen SOCS Proteine [32].
SOCS1 und SOCS3 besitzen jedoch eine zusitzliche besondere Struktureigenschaft: die N-
terminale kinase inhibitory region (KIR). Mithilfe dessen konnen sie die enzymatische Ak-
tivitit der JAK direkt inhibieren [28, 33]. Uber die SH2-Domiine interagieren SOCS1 und
SOCS3 mit der JAK, wodurch die KIR-Doméne die Substratbindungsgrube der JAK blo-
ckiert. Die Bindung von SOCS3 an den Rezeptor bleibt dabei unberiihrt [34]. Voraussetzung
fiir diese Art der Inhibition ist ein ,,GQM*“-Motiv in der Aminosduresequenz der Kinase. Das
Motiv fehlt bei JAK3, weshalb nur JAK1, JAK2 und TYK?2 durch die KIR-Doméne beein-
flusst werden [35]. Innerhalb der SH2-Doméne findet sich bei SOCS3 zudem eine
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35 AS umfassende ,,PEST“-Doméne [36]. ,,PEST“-Doméinen weisen die AS Prolin (P), Glu-
tamat (E), Serin (S) und Threonin (T) auf und modulieren die Proteinstabilitét [37]. Deletion
der ,,PEST“-Doméne fiihrt zu einem verminderten Abbau von SOCS3 [20]. Die Bindung an
phosphorylierte Tyrosine und Hemmung der STAT3 Aktivitdt durch SOCS3 wird durch die
Deletion nicht wesentlich verdndert [20, 36]. Neben SOCS3 besitzen vermutlich noch wei-

tere SOCS Proteine eine ,,PEST“-Doméne, darunter CIS, SOCS1, -5 und -7 [36].

1.3 Die Interleukin-12 Familie
Zur Interleukin-12 Familie zéhlen fiinf Mitglieder — IL-12, IL-23, IL-27, IL-35 und IL-39,
respektive sechs inklusive des synthetischen IL-Y [2]. Die Gemeinsamkeit dieser Zytokine
besteht darin, dass sie einen heterodimeren Zytokinaufbau aus einer a- sowie einer 3-Un-
tereinheit (UE) aufweisen (Abb. 2) [38]. Die Helices der a-Untereinheiten IL-23p19, IL-
27p28 und IL-12p35 sind in einer ,,up-up-down-down *“ Struktur angeordnet, die 3-Unterein-
heiten IL-12p40 und Epstein-Barr virus induced-gene 3 (EBI3) bestehen dagegen aus zwei
FNIII-Doménen. IL-12p40 besitzt zusétzlich eine N-terminale Ig-dhnliche Domine [39].
Der Aufbau der a-Untereinheiten dhnelt der Struktur von IL-6, der Aufbau der B-Unterein-
heiten dhnelt der Struktur von 16slichen Klasse I Zytokinrezeptoren wie des 16slichen IL-6
Rezeptors (sIL-6Ra) [40].

Durch Kombination der Untereinheiten ergeben sich die Mitglieder der IL-12 Fa-
milie: IL-12 aus IL-12p35 und IL-12p40 [41, 42]; IL-23 aus IL-23p19 und IL-12p40 [43];
IL-27 aus IL-27p28 und EBI3 [44]; IL-35 aus IL-12p35 und EBI3 [45]; sowie IL-39 aus IL-
23p19 und EBI3 bestehend (Abb. 2A) [46-48]. Die Untereinheiten von IL-12 und IL-23 sind
dabei iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden [41, 43]. Dagegen weisen die Unterein-
heiten von IL-27 und IL-35 ein nicht-kovalentes Bindungsmuster auf [45, 49]. Mittels syn-
thetischer Fusion von IL-27p28 und IL-12p40 konnte ein weiteres mogliches Mitglied, IL-Y,
mit biologischer Aktivitdt generiert werden [50, 51]. Trotz des besonderen heterodimeren
Aufbaus der IL-12 Zytokinfamilie ist IL-12p40 auch als Homodimer sowie als Monomer
bekannt [52-54]. Desweiteren sind folgende weitere Monomere beschrieben: IL-27p28, res-

pektive IL-30, [52, 55], IL-12p35 und EBI3 [52, 56].
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Abb. 2: Schematische Ubersicht der IL-12 Familie sowie zugehorige Rezeptoren. (A) Aufbau der Zytokine
der IL-12 Familie. Zur IL-12 Familie zéhlen die heterodimeren Zytokine IL-12, IL-23, IL-27, IL-35 und IL-
39. Sie sind aus einer a-Untereinheit (UE) (p19, p28, p35) sowie einer B-UE (p40, EBI3) zusammengesetzt
und binden an entsprechende hetero- oder homodimere Rezeptoren. IL-Y stellt ein weiteres mogliches Mitglied
dar. Es wurde bisher allerdings nur synthetisch nachgewiesen. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRen-
der.com nach [2]. (B) Schematische Ubersicht iiber die Rezeptoren der IL-12 Familie. Die Rezeptoren sind
durch Kombination der Untereinheiten IL-12Rp1, IL-12Rf32, IL-23R, WSX-1 und gp130 aufgebaut. Wie bei
Klasse I Zytokinrezeptoren iiblich, finden sich FNIII-Doménen (Sechsecke) membranproximal (hell) und bil-
den die cytokine-binding homology region membrandistal (dunkel). Anstatt FNIII-Doméanen membranproxi-
mal findet sich beim IL-23R eine unstrukturierte stalk region. Das ,,WSXWS“-Motiv ist als dicker Strich, die
konservierten Cystein-Reste als diinne Striche innerhalb der FNIII-Doménen dargestellt, die Ig-dhnlichen Do-
ménen als Kreise. Gleiches gilt fiir die B-Untereinheit der Zytokine. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRen-
der.com nach [2, 7].
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Die Signaliibertragung der IL-12 Familie erfolgt {iber Klasse I Zytokinrezeptoren. Analog
der beschriebenen Interleukine sind auch die Rezeptoren der IL-12 Familie aus verschiede-
nen Untereinheiten aufgebaut: IL-12RB1, IL-12RB2, IL-23R, WSX-1 und gp130 (Abb. 2B).
Durch Kombination der Untereinheiten ergeben sich hetero- oder homodimere Rezeptoren
[2, 57]. Die Rezeptoreinheit gp130 ist gleichzeitig essenziell fiir die Signaltransduktion in-
nerhalb der IL-6 Familie und stellt deren gemeinsames Merkmal dar. Beide Gruppen werden
deshalb haufig unter der IL-6/IL-12 Superfamilie zusammengefasst [58]. Die Signaltrans-
duktion von IL-12 erfolgt tiber IL-12Rf1 in Kombination mit IL-12R32 [59], die Signal-
transduktion von IL-23, entsprechend der gleichen 3-Untereinheit wie IL-12, {iber IL-12R[31
sowie IL-23R [60]. IL-27 vermittelt tiber WSX-1 sowie gp130 [61], IL-39 iiber IL-23R in
Kombination mit gp130 [46]. Dagegen scheint es fiir IL-35 vier verschiedene Rezeptorkom-
plexe zu geben: WSX-1/IL-12RB2, IL-12RB2/gp130, IL-12RB2/IL-12RB2 und
gp130/gp130 (Abb. 2) [57, 62].

Obwohl die IL-12 Zytokine sowie die Rezeptoren strukturelle Gemeinsamkeiten
aufweisen, unterscheiden sich die Wirkungen an den Zielzellen doch erheblich [39]. IL-12
wird im Rahmen der unspezifischen Immunantwort von dendritischen Zellen (DC) sowie
Phagozyten gebildet und induziert wiederum die Differenzierung und IFN-y Produktion von
Typl-T-Helferzellen (Tul) [63, 64]. Auch IL-23 wird von dendritischen Zellen sowie Mak-
rophagen gebildet und bewirkt die Differenzierung von Typ17-T-Helferzellen (Tul7), sowie
die Aktivierung von yd-T-Zellen und innate lymphoid cells (ILCs), was zur Entstehung wei-
terer Zytokine wie IL-17, IL-22 und TNFa fiihrt [65]. Sowohl IL-12 als auch IL-23 haben
somit bedeutende pro-inflammatorische Eigenschaften. IL-27 kann pro- als auch anti-in-
flammatorisch wirken [66]. Es wird von Antigen-prasentierenden Zellen synthetisiert und
induziert ebenso wie IL-12 die Differenzierung von naiven T-Helferzellen (Tu0) zu IFN-y
produzierenden Tul-Zellen [44]. Allerdings kann IL-27 auch pro-inflammatorische
Tul7-Zellen hemmen, sowie IL-10 sekretierende anti-inflammatorische regulatorische
T-Zellen aktivieren [67, 68]. Dartiber hinaus stimuliert IL-27 regulatorische T-Zellen (Treg),
die eine Tyl-Zellaktivitit vermindern [69]. AusschlieBlich anti-inflammatorische Eigen-
schaften hat dagegen IL-35. Es wird von Treg-Zellen sezerniert und unterstiitzt gleichzeitig
dessen inhibitorischen Aufgaben [70]. Zudem induziert IL-35 regulatorische T-Zellen (iTr-

35), als auch regulatorische B-Zellen, welche Immunreaktionen hemmen [71, 72].
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1.4 Charakterisierung von IL-23

IL-23 vermittelt seine Signale {iber einen heterodimeren Rezeptor aus IL-12R31 und IL-23R
(Abb. 3) [60]. IL-12RB1 besteht extrazellulir aus fiinf FNIII-Domaénen, dabei bilden D1 und
D2 membrandistal die CHR. Diese dient als Bindestelle fiir die IL-12p40 Untereinheit von
IL-23 sowie IL-12 [73]. Auch IL-23R besitzt extrazelluldr eine CHR aus zwei FNIII-Doma-
nen (D2, D3) und eine zusétzlichen Ig-dhnliche Doméne D1. Hierliber findet die Interaktion
mit der [L-23p19 Untereinheit von IL-23 statt [60, 73]. Anstatt der drei membran-proxima-
len FNIII-Doménen gibt es im IL-23R eine unstrukturierte stalk region. Mithilfe dessen wird
ein bestimmter Abstand zwischen CHR und Plasmamembran eingehalten, was eine physio-
logische Signaltransduktion ermdoglicht. Deletion der stalk region, sowie Deletion der ge-

samten ECD fiihrt zu Homodimerisierung und konstanter Aktivitit des Rezeptors [74].

IL-23

' "

p40

IL-12RB1 IL-23R

N571 N377

m Box 1 Y397 - SHP2
Box 2 Y429
Y450

Y463

M662

Y476
Y484 - STAT3/4

Y611 - STAT1/3
K629

Abb. 3: Aufbau des IL-23 Rezeptorkomplexes. I[L.-23 vermittelt seine Signale iiber einen heterodimeren
Rezeptor aus IL-12RB1 und IL-23R. IL-12RP1 besitzt fiinf FNIII-Doménen (Sechsecke), IL-23R nur zwei,
verfiigt jedoch iiber eine zusitzliche Ig-dhnliche Doméne (Kreis) und eine unstrukturierte stalk region. Box-
Motive sind in der ICD des IL-12Rf1 vorhanden, Box 1 zwischen Aminosdure (AS) L577 bis C585, Box 2
zwischen AS V618 und E630. Hieriiber interagiert TYK2 mit IL-12Rp1. JAK2 dagegen bindet an den IL-23R,
vermutlich zwischen E436 und E459. Tyrosinreste finden sich ausschlieBlich in der ICD des IL-23R, davon
bindet Y397 SHP2, Y484 STAT3/4 und Y611 STAT1/3. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com
nach [2, 75].

Der IL-23 Rezeptor zdhlt zu den Klasse I Zytokinrezeptoren und hat somit keine eigenstan-
dige Kinaseaktivitit. Fiir die Signaltransduktion nach Bindung von IL-23 sind intrazellulér
assoziierte Januskinasen verantwortlich [2, 76]. Dabei interagiert TYK2 mit IL-12Rp1,
JAK?2 dagegen mit dem IL-23R (Abb. 3) [60, 77]. Fiir die Interaktion zwischen Rezeptor

7
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und Januskinasen sind membranproximale Box-Motive im intrazelluldren Abschnitt des Re-
zeptors relevant [ 13, 14]. Dabei vermittelt Box 1 die Bindung der JAKs, wihrend Box 2 bei
der Aktivierung der JAKs und der Signaltransduktion eine Rolle spielt [75, 78]. IL-12Rp1
besitzt beide Box-Motive, die Aminosduresequenz der Box 1 ,,LCPPLPTPC* befindet sich
im humanen Rezeptor zwischen L577 und C585, die Sequenz der Box 2 ,,VVEMSWDK-
GERTE* zwischen V618 und E630. Beide Box-Motive des IL-12Rp1 sind fiir eine Signal-
transduktion nach Stimulation mit IL-23 wichtig, wobei eine Deletion der Box 2 weiterhin
eine Restaktivitét zuldsst. Auch die Assoziation von IL-12Rf1 mit TYK2 ist nicht obligat,
sondern kann durch JAK1 ersetzt werden [75]. Erstaunlicherweise gibt es im IL-23R keine
Box-Motive, jedoch findet sich eine hoch konservierte Region ,,IKRRILLLIPKWLYE® im
intrazelluldren Abschnitt [384 bis E398. Diese Sequenz stellt moglicherweise eine uniibliche
Bindungsstelle fiir JAK2 dar [79]. Allerdings konnte in fortfiihrenden Analysen des murinen
IL-23R gezeigt werden, dass trotz Deletion der postulierten JAK2 Bindestelle weiterhin eine
Interaktion zwischen IL-23R und JAK2 méglich ist. Bei Ubertragung der Ergebnisse auf den
humanen (h) IL-23R ist der Abschnitt zwischen E436 und E459 fiir eine Interaktion mit
JAK?2 relevant, auch wenn diese mogliche Bindestelle, anders als die Box-Motive, deutlich
distaler von der Membran entfernt liegt. Dieser Sequenzbereich ist fiir die Aktivierung von
JAK2 alleinig jedoch nicht ausreichend, dafiir benétigt es weitere Aminosduresequenzen,
vermutlich den Bereich T460 bis G483 sowie Y397 und R381 [75].

Fiir die weitere Signaltransduktion phosphorylieren aktivierte JAKs Tyrosinreste
in der ICD des Rezeptors. Diese dienen als Bindestellen fiir Signalproteine, wodurch unter-
schiedliche Signalkaskaden initiiert werden [80]. Die ICD des murinen IL-12R[1 weist ein
Tyrosin auf, in der Struktur des humanen IL-12RB1 finden sich jedoch keine intrazelluldren
Tyrosine [2]. Dennoch ist der humane IL-12R[1 essenziell fiir die Signaltransduktion. Nur
bei Vorhandensein beider Rezeptoren, IL-12Rf31 und IL-23R, kommt es zu einer Zellprolife-
ration und Aktivierung intrazelluldrer Effektorproteine [81]. In der ICD des IL-23R sind
dagegen sieben Tyrosinreste vorhanden: Y397, Y429, Y450, Y463, Y476, Y484 und Y611
(Abb. 3) [60]. ,,Y**’EDI* ist dabei wichtig fiir die Bindung von SH2 containing protein ty-
rosine phosphatase-2 (SHP2), das wiederum die PI3K/Akt- sowie die MAPK-Kaskade aus-
16st [60, 81]. Beide Signalkaskaden sind fiir eine STAT-unabhéngige Zellproliferation ver-
antwortlich [81]. Fiir die Phosphorylierung von extracellular-signal regulated kinase
(ERK1/2), einem downstream Protein im MAPK-Weg, wird im murinen IL-23R jedoch

noch ein zusétzliches C-terminales Motiv benétigt, gleiches gilt vermutlich fiir den humanen



Einleitung

IL-23R [81]. Ahnlich wie im IL-12 Signalweg werden auch im IL-23 Signalweg STATI,
STAT3, STAT4 und STATS durch JAK2/ TYK2 aktiviert, vorherrschend jedoch STAT3
und weniger STAT4 [43, 60]. Angenommen wird, dass STAT4 an die Sequenz
,GY*#4KPQIS“ bindet, da es dem STAT4 Bindemotiv im IL-12RB2 &hnelt [60, 82, 83].
Vermutlich interagiert Y484 zusitzlich aber auch mit STAT3 [2]. ,,YS!'FPQ* dient als Bin-
destelle fiir STAT3 und potenziell auch STATI1, dariiber hinaus muss es im IL-23R aller-
dings weitere Motive geben, die eine STAT3 Aktivierung induzieren [60, 81, 84].

STAT Proteine wirken als Transkriptionsfaktoren und fiihren unter anderem zur
Expression von SOCS Proteinen, die in einem negativen Riickkopplungsmechanismus die
Signaltransduktion hemmen. SOCS3 inhibiert dabei insbesondere die Aktivitit von STATS3,
im IL-12 Signalweg auch STAT4 [18, 85]. Obwohl die SOCS3 Konzentration in Ba/F3-Zel-
len mit IL-23R und IL-12RB1 nach IL-23 Stimulation ansteigt, wird die STAT3 Phosphory-
lierung davon nicht beeinflusst, weiterhin kann eine gleich hohe Aktivitit von STAT3 nach-
gewiesen werden [81, 86]. Hierzu gibt es jedoch unterschiedliche Beobachtungen. In ande-
ren Untersuchungen kommt es bei fehlendem SOCS3 in T-Zellen zu einer erhohten STAT3
Aktivierung sowie einer vermehrten Tu17-Zelldifferenzierung nach IL-23 Stimulation [87].

IL-23 hat pro-inflammatorische Eigenschaften und wird im Rahmen der innate
immunity von aktivierten Makrophagen und DCs produziert. Es wirkt insbesondere auf Tn0-,
aber auch auf y5-T-Zellen sowie ILCs, was unter anderem zur Sekretion von IL-17, IL-22,
TNFa und IFNy fiihrt. Durch seine Wirkungsweise verbindet IL-23 somit das angeborene
und erworbene Immunsystem miteinander [65]. Tu0-Zellen differenzieren nach IL-23 Sti-
mulation zu Tu17-Zellen, welche wiederum IL-17 ausschiitten [88-90]. IL-17 induziert wei-
tere pro-inflammatorische Zytokine, weshalb die IL-23/ IL-17-Achse innerhalb des Immun-
systems essenziell in der Bekdmpfung bakterieller Erreger und Pilzinfektionen ist [91, 92].
Trotz dieser protektiven Abwehrfunktion kann es bei einer Dysregulation des Zusammen-
spiels von IL-23 und IL-17 zur Entstehung von Autoimmunerkrankungen kommen [93].
Unter anderem ist IL-23 an der Pathogenese der Multiplen Sklerose (MS) bzw. dem entspre-
chenden Mausmodel experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), chronisch ent-
ziindlicher Darmerkrankungen (CED), Psoriasis sowie rheumatoider Arthritis (RA) bzw.
dem entsprechenden Mausmodel collagen-induced arthritis (CIA) beteiligt [94-100]. Des-
weiteren fordert IL-23 die Tumorentstehung und -wachstum, zeigt gleichzeitig jedoch auch

Tumor-hemmende Effekte in Uberexpressionsstudien [101, 102].
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1.5 Die Gemeinsamkeit der IL-6 Familie: gp130 Rezeptor

Zytokine der IL-6 Familie vermitteln ihre Signale charakteristischerweise iiber einen hetero-
bzw. homodimeren Rezeptorkomplex mit wenigstens einer gp130 Rezeptoreinheit. Darunter
fallen IL-6, IL-11, IL-27, IL-35, IL-39, oncostatin M (OSM), leukemia inhibitory factor
(LIF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin I und cardiotrophin-like cytokine
factor 1 [103]. IL-27, IL-35 sowie IL-39 werden aufgrund ihres heterodimeren Zytokinauf-
baus gleichzeitig der IL-12 Familie zugeordnet [58].

Gp130 z&hlt zu den Klasse I Zytokinrezeptoren und besitzt extrazelluldr, dhnlich
wie der IL-23R, eine Ig-dhnliche Domine D1, sowie eine CHR aus zwei FNIII-Doménen
D2 und D3 (Abb. 4). Zudem finden sich drei weitere FNIII-Doménen membranproximal
[84, 104]. In der ICD finden sich die zwei Box-Motive, Box 1 ,,IWPNVPDP* erstreckt sich
von AS 1651 bis P658, Box 2 ,,VSVVEIEANDKK* von AS V691 bis P702 [13]. Vor allem
JAK1, aber auch JAK2 und TYK2 interagieren dariiber mit gp130 und phosphorylieren nach
Aktivierung wiederum intrazelluldre Tyrosinreste [105-107].

Innerhalb der ICD von gp130 befinden sich sechs Tyrosine, wovon Y767, Y814,
Y905 sowie Y915 in einer konservierten ,,Y XXQ“-Sequenz vorliegen. Diese Sequenz ver-
mittelt die Interaktion mit STAT3 und im Fall von Y905 und Y915, die ein ,,Y XPQ“-Motiv
aufweisen, in geringerem Ausmal} auch mit STAT1 [108]. Y759 dient als Bindestelle fiir
SHP2, das zur Aktivierung des MAPK- und PI3K-Signalwegs fiihrt [84, 109, 110]. Gleich-
zeitig interagiert SOCS3 iiber Y759 mit dem Rezeptor und hemmt dariiber den JAK/STAT-
Weg in einem negativen Riickkopplungsmechanismus und fiihrt zu verminderter Aktivie-
rung von SHP2 [111-113]. SOCS3 reduziert die Phosphorylierung und Aktivierung der
STATs bereits 30 min nach IL-6 Stimulation [114, 115]. Neben Y759 ist die Sequenz
,»VQY750STVVH® um das Tyrosin fiir die Interaktion mit SOCS3 relevant. Insbesondere
Valin an Position pY-2, sowie die Valine an Positionen pY+3 und +4, Histidin an Position
pY+5 und Glutamin an Position pY-1 erhohen die Affinitét zwischen SOCS3 und Rezeptor
[112, 116]. Neben SOCS3 wird nach IL-6 Stimulation zudem auch SOCS1 gebildet, spielt

aber eine deutlich geringere Rolle in der Signalhemmung [22, 117].
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Abb. 4: Schematische Ubersicht des gp130 Rezeptors. Neben den charakteristischen FNIII-Doménen
(Sechsecke) mit konservierten Cysteinresten (diinne Striche) und ,,WSXWS“-Motiv (dicke Linie) besitzt
gp130 eine Ig-dhnliche Doméne extrazelluldr. JAK1 interagiert mit dem Rezeptor iiber Box 1 von 1651 bis
P658 und Box 2 von V691 bis K702. Neben den Box-Motiven finden sich sechs Tyrosinreste (Y) in der intra-
zelluldren Doméne. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com nach [84].

Neben gp130 werden weitere Rezeptoreinheiten zur Signaltransduktion innerhalb der IL-6
Familie bendtigt. IL-6 als Hauptvertreter dieser Zytokinklasse bindet dabei IL-6R und indu-
ziert als Komplex die Homodimerisierung von gp130 [104, 118, 119]. Die Expression von
IL-6R ist auf wenige Zellarten beschrinkt, wohingegen gp130 in vielen verschiedenen Zel-
len exprimiert wird. Dennoch kann eine IL-6 Signaltransduktion in Zellen ohne IL-6R statt-
finden. Hierbei interagiert die 16sliche Form des IL-6R, soluble (s)IL-6R, mit IL-6 und
membrangebundenem gp130 und ermdglicht die Signaltransduktion mittels trans-signaling
[104, 107, 118]. Durch limitierte Proteolyse (shedding) oder alternatives splicing entsteht
sIL-6R [120, 121]. Dieser Mechanismus ist insbesondere bei pathologischen Prozessen re-
levant. Durch trans-signaling kann eine Immunreaktion in Zellen ausgelost werden, die nor-

malerweise nicht IL-6 sensitiv sind [107, 122].

1.6 Konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren

Normalerweise wird ein intrazelluldres Signal erst nach Bindung eines Zytokins an einen
zugehdorigen Rezeptor ausgelost, anders verhilt es sich allerdings bei konstitutiver Aktivitét
eines Rezeptors. Hierbei sind intrazelluldre Signalwege auch ohne vorherige Zytokinbin-
dung aktiv [123]. Umlagerung von Chromosomen oder Amplifikation von DNA sowie gain-
of-function Mutationen und autokrine Zellaktivierung kdnnen zu konstitutiv aktiven Zyto-

kinrezeptoren fiihren und spielen deshalb eine Rolle in der Pathogenese verschiedener
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Erkrankungen [5, 124]. Die Relevanz konstitutiv aktiver Zytokinrezeptoren zeigt sich am
Beispiel des IL-7Rct. IL-7Ra ist gemeinsam mit CD132 (y-chain, y.) Bestandteil eines he-
terodimeren Rezeptors, iiber den IL-7 Signale vermittelt (Abb. 5) [125]. Dariiber hinaus
kann IL-7Ra auch einen Komplex mit thymic stromal lymphopoietin receptor (TSLPR) zur
TSLP Signaltransduktion eingehen [126]. In beiden Fillen wird der IL-7Ra vor allem auf
unreifen sowie reifen T- und B-Zellen exprimiert und spielt eine wichtige Rolle fiir die phy-

siologische Entwicklung lymphatischer Zellen [127, 128].

(]
IL-7Ra

IL-7Ra | | Yc IL-7TRa

Signaltransduktion

Abb. 5: Schematische Ubersicht des IL-7R. IL-7 vermittelt sein Signal iiber einen heterodimeren Rezeptor
bestehend aus IL-7Rc und einer y-chain (yc). Mutationen mit Insertion eines Cysteins in der Transmembrand-
oméne des IL-7Ra (roter Stern) fithren {iber Disulfidbriickenbindung (roter Strich) zu einer Homodimerisie-
rung und somit zu einer ligandenunabhéngigen, konstitutiven Aktivitit des Rezeptors. Die Abbildung wurde
erstellt mit BioRender.com nach [129].

Loss-of-function Mutationen im IL-7Ra fiihren zu severe combined immune deficiency
(SCID) [130]. Dagegen fiihren somatische gain-of-function Mutationen zur Entstehung aku-
ter lymphatischer Leukdmien (ALL) bei Kindern. Insbesondere Mutationen mit Insertion
eines Cysteins in der ECD oder Transmembrandomine (TMD) sind dabei relevant [131].
Die Cysteine vermitteln eine intermolekulare Disulfidbriickenbindung und fiihren somit zur
Homodimerisierung und Aktivierung des IL-7Rc ohne die Verwendung der y-chain (Abb. 5)
[131]. Unter anderem wurde dabei die Insertionssequenz Prolin-Prolin-Cystein-Leucin
(,,PPCL®) innerhalb der TMD identifiziert, die eine Homodimerisierung und konstitutive
Aktivitdt des Rezeptors auslost [ 131-133]. In weiteren Untersuchungen konnte die konstitu-
tive Aktivitdt des IL-7Ra in vitro im Rahmen der chimeric antigen receptor (CAR)-T-Zell-
therapie genutzt werden. Ko-Expression eines synthetisch mutierten IL-7Ra verstédrkt das
Wachstum und Uberleben der CAR-T-Zellen und erhht somit die Effektivitiit der Behand-
lung solider Tumoren [129]. Konstitutiv aktive Zytokinrezeptoren bieten somit vielverspre-

chende Ansitze fiir den Einsatz in der Immun- und Tumortherapie.
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1.7 Ziele der Arbeit

Die Signaltransduktion von IL-23 erfolgt nach Bindung an den Rezeptor u. a. durch Akti-
vierung des JAK/STAT-Wegs. Wie bei IL-6 initiiert dies die Transkription von SOCS3. In
einem negativen Riickkopplungsmechanismus hemmen SOCS Proteine durch Interaktion
mit phosphorylierten Tyrosinen normalerweise Zytokinsignale, die liber Klasse I Zytokinre-
zeptoren vermittelt werden. Anders ist dies im IL-23 Signalweg. Trotz steigender Konzent-
ration von SOCS3 in Ba/F3-Zellen findet keine Hemmung des IL.-23 Signals statt. Phospho-
rylierung und Aktivierung intrazelluldrer Signalproteine wie STAT3 sind stattdessen stetig
zu beobachten [81, 86]. Ein liberaktiver IL-23 Signalweg ist zudem an der Pathogenese zahl-
reicher Autoimmunerkrankungen beteiligt. Im Rahmen dieser Arbeit sollen chimére Rezep-
torvarianten aus Anteilen des humanen IL-23R sowie des humanen gp130 kloniert werden,
um damit verbundene Verdanderungen der intrazelluldren Signaltransduktion in Ba/F3-Zel-
len untersuchen zu konnen. Gp130 weist eine bekannte SOCS3 Bindestelle auf und eine
Suppression des IL-6 vermittelten STAT3 Signals ist eindeutig nachweisbar [111, 112, 114,
115]. Nach Fusion der ICD des gp130 mit der ECD sowie der TMD des IL-23R ist eine
SOCS3 Suppression nach IL-23 Stimulation zu erwarten. Folgende Rezeptorchimére sollen
im Rahmen dieser Arbeit kloniert werden: IL-23R-gp130-642-813;
IL-23R-gp130-642-813 Y502F; IL-23R-gp130-WLYEDIPN; IL-23R-SOCS3-gp130-750-
764; IL12RB1A640-gp130-709-813. Nachfolgend sollen die Rezeptorchimére in Ba/F3-
gp130 Zelllinien stabil etabliert und hinsichtlich ihrer Oberfldchenexpression analysiert wer-
den. AnschlieBend erfolgt die Charakterisierung der IL-23 abhéngigen Zellproliferation so-
wie der IL-23 vermittelten Signaltransduktion. Der Fokus liegt auf der Untersuchung des
JAK/STAT-Wegs und der Analyse der Aktivierung und Hemmung von STAT3 iiber einen
Zeitraum von 5 Stunden nach Stimulation der Zellen. Ziel dieser Arbeit ist herauszufinden,
weshalb eine anhaltende STAT3 Aktivitdt trotz Transkription von SOCS3 zu beobachten ist
und welche Motive innerhalb eines Rezeptors zur SOCS Bindung essenziell sind. Dartiber
hinaus soll eine verminderte STAT3 Aktivierung nach Stimulation mit IL-23 durch SOCS3
induziert und etabliert werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit ist die Synthese einer konstitutiv aktiven IL-23R Va-
riante. Dabei wird die TMD des humanen IL-23R durch die TMD des humanen IL-7Ra
ersetzt. Die TMD des IL-7Ra weist eine Insertion der 4 Aminosduren ,,PPCL* auf, die zu
einer ligandenunabhéngigen konstitutiven Aktivitdt des IL-7Ra fiithrt [131]. Dies stellt einen
gezielten therapeutischen Ansatz in der CAR-T-Zelltherapie dar [129]. Nach Klonierung der
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IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL Variante wird der chimire Rezeptor in Ba/F3-gp130 Zelllinien
transduziert und hinsichtlich der Oberfldchenexpression tiberpriift. Auch hier erfolgt an-
schlieBend die Analyse der IL-23 abhédngigen Zellproliferation und der IL-23 vermittelten
Signaltransduktion. Eine konstitutiv aktiv mutierte IL-23R Variante wire moglicherweise
von therapeutischem Nutzen und eine Alternative in der CAR-T-Zelltherapie. Zudem konnte
somit eine weitere Methode zur Analyse tliberaktiver IL-23 Signale und damit verbundener

Folgen etabliert werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Antibiotika

Material & Methoden

Im Rahmen der Arbeit verwendete Antibiotika sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Antibiotika, Stamm- und Arbeitskonzentration

Antibiotika

Stammkonzentration

Arbeitskonzentration

Hersteller

Ampicillin 100 mg/ml

200 pg/ml Festmedien
100 pg/ml Flissigmedien

Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land

Hygromycin B 100 mg/ml 1 mg/ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land

Kanamycin 50 mg/ml 50 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land

Penicillin 10000 U/ml 60 mg/ml Genaxxon, Ulm, Deutschland

Puromycin 1 mg/ml 1,5 pg/ml Carl Roth, Karlsruhe, Deutsch-
land

Streptomycin 10 mg/ml 100 mg/ml Genaxxon, Ulm, Deutschland

2.1.2 Antikorper

Primire und sekundére Antikorper (AK), die im Rahmen der Durchflusszytometrie verwen-

det wurden, sind in Tabelle 2, im Rahmen von Western Blots in Tabelle 3 gelistet.

Tabelle 2: Ubersicht der Antikérper - Durchflusszytometrie

Primiirer Antikorper Verdiinnung  Hersteller Bestellnummer Ursprung

o-IL-12RB1-PE 1:10 R&D Systems, Minnea- FAB839P Maus
polis, USA

a-IL-12Rp2 1:100 BD, Franklin Lakes, USA 550722 Ratte

o-IL-23R biotinyliert 1:40 R&D Systems, Minnea- BAF1400 Ziege
polis, USA

Sekundirer Antikorper Verdiinnung  Hersteller Bestellnummer Ursprung

a-rat Alexa Fluor®647 1:100 Dianova, Hamburg, 112-607-003 Ziege
Deutschland

Streptavidin-APC 1:100 BD, Franklin Lakes, USA 554067 -

15



Material & Methoden

Tabelle 3: Ubersicht der Antikorper - Western Blot

Primire Antikérper Konzentration  Hersteller Bestellnummer Ursprung
a-ERK1/2 1:1000 Cell Signaling Tech- 91028 Hase
nology, Danvers, USA
a-FLAG 1:1000 Sigma-Aldrich, St. F7425 Hase
Louis, USA
a-HA 1:5000 Cell Signaling Tech- 3724S Hase
nology, Danvers, USA
o-IL-12RB1 1:300 R&D Systems, Minne-  BAF839 Ziege
apolis, USA
o-IL-23R 1:1000 R&D Systems, Minne-  BAF1400 Ziege
apolis, USA
c-myc 1:1000 Cell Signaling Tech- 2278S Hase
nology, Danvers, USA
a-pERK1/2 1:1000 Cell Signaling Tech- 4370L Hase
nology, Danvers, USA
a-pSTAT3 1:1000 Cell Signaling Tech- 9145L Hase
nology, Danvers, USA
a-STAT3 1:1000 Cell Signaling Tech- 4904S Hase
nology, Danvers, USA
a-SOCS3 1:1500 Immuno-Biological La- C204 Hase
. boratories, Gunma, Ja-
(Testexpression) pan
a-SOCS3 1:600 Immuno-Biological La- C005 Hase
mulati boratories, Gunma, Ja-
(Stimulationen) pan
Sekundire Antikorper  Konzentration  Hersteller Bestellnummer Ursprung
a-mouse-POD 1:2500 Rockland Immunoche-  18-8817-31 Ratte
micals, Pennsylvania,
USA
a-rabbit-POD 1:2500 Rockland Immunoche-  18-8816-31 Maus
micals, Pennsylvania,
USA
Streptavidin-HRP 1:5000 Cell Signaling Tech- 3999S -

nology, Danvers, USA
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2.1.3 Chemikalien

Im Rahmen der Arbeit verwendete Chemikalien sind in Tabelle 4 aufgefiihrt.

Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Acrylamid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Agarose Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Complete EDTA-free Proteaseinhibitor Roche, Basel, Schweiz
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dinatriumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
Dithiothreitol (DTT) Gerbu, Heidelberg, Deutschland
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Essigsdure Merck, Darmstadt, Deutschland
Ethanol 70% VWR International, Radnor, USA
Ethanol 100% Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fetales Kélberserum (FCS) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Glucose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycerin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol VWR International, Radnor, USA
Kaliumacetat Merck, Darmstadt, Deutschland
Kaliumchlorid VWR International, Radnor, USA
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt, Deutschland
Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt, Deutschland
25 mM Magnesiumchlorid Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
[-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Tabelle 4: Ubersicht verwendeter Chemikalien (Fortsetzung)

Chemikalie Hersteller
Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt, Deutschland
Natriumorthovanadat Merck, Darmstadt, Deutschland
NP-40 AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Polybrene Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Bethesda Research Laboratories, New Jersey, USA

Triton X-100

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypanblau Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Trypton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Tween® 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2.1.4 Enzyme

Die in der Arbeit verwendeten Enzyme sind in Tabelle 5 aufgefiihrt.

Tabelle 5: Ubersicht der Enzyme und entsprechende Schnittstellen bei Restriktionsenzymen

Enzyme Restriktionsstelle 5°-3¢  Hersteller

Bglll AVGATCT Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BspTI (AfII) CITTAAG Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Dpnl GA™TC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
DreamTaq DNA Polymerase - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
EcoRI GLAATTC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Eco32I (EcoRV) GATVATC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Ecol1051I (SnaBI) TACVGTA Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Esp3I (BsmBI) CGTCTCN Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Tabelle 5: Ubersicht der Enzyme und entsprechende Schnittstellen bei Restriktionsenzymen (Fortset-

zung)
Enzyme Restriktionsstelle 5°-3¢  Hersteller
FAST-AP - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HindIII AVAGCTT Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Kpnl GGTAC{C Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Mssl (Pmel) GTTTVYAAAC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Ncol CJICATGG Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Nhel GICTAGC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Notl GC{GGCCGC Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Phusion™ High-Fidelity DNA - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Polymerase
T4 Polynucleotide Kinase - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
(PNK)
T4 DNA Ligase - Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Xbal TLCTAGA Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Xhol CJITCGAG Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.1.5 Gerite

In Tabelle 6 sind die benutzten Gerite und deren Hersteller genannt.

Tabelle 6: Ubersicht der Geriite und Hersteller

Gerit

Hersteller

Autoklav Systec VX-150

Systec GmbH, Linden, Deutschland

BD FACSCantoTM II Durchflusszytometer

BD, Franklin Lakes, USA

Bio-Rad SDS-Gelfuf}

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

COz-Inkubator 150 (E2)

Binder, Tuttlingen, Deutschland

Digitalmikroskop Keyence BZ-9000

Keyence, Osaka, Japan

Einkanalpipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Fluorometer Infinite M200 PRO

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Fluoreszenzmikroskop Primovert

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland
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Tabelle 6: Ubersicht der Gerite und Hersteller (Fortsetzung)

Gerit

Hersteller

Gefrierbehalter

Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Gelelektrophorese GieBschale

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Hamilton-Pipette

Hamilton, Nevada, USA

Inkubator Titramax 1000

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Intas® ECL ChemoCam Imager

Intas, Gottingen, Deutschland

Intas® UV-Transilluminator

Intas, Gottingen, Deutschland

Intelli-Mixer (Rollenmischer)

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Kiihlschrank

Liebherr, Bulle, Deutschland

Kiihlzentrifuge 5427 R

Eppendorf, Hamburg Deutschland

Kiihlzentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mehrkanalpipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Mikrowelle FD 9404

Siemens Elektrogerite, Miinchen, Deutschland

Mini-Zentrifuge

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Multipette® M4

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

NanoDrop 2000c Spektralphotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Pegstar PCR Thermocycler

VWR international, Radnor, USA

Pipetus® Pipettierhilfe

Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

PowerPac™ Basic Elektrophoresenetzteil

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Prézisionswaage Entris124-1S

Sartorius Lab, Gottingen, Deutschland

Rollenmischer RM5-30V

Cat, Staufen, Deutschland

ScanLaf Sicherheitswerkbank Mars 1200

Labogene ApS, Lynge, Dédnemark

Thermomixer comfort

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA

Tiefkiihler -80°C

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tiefkiihler -20°C

Liebherr, Bulle, Deutschland

Vortexmixer

Neolab, Heidelberg, Deutschland
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Tabelle 6: Ubersicht der Gerite und Hersteller (Fortsetzung)

Gerit

Hersteller

Waage EMB 2000-2

Kern & Sohn, Balingen, Deutschland

Wasserbad AquaLine AL 25

Lauda Dr. R. Wobser, Lauda-Konigshofen,
Deutschland

Zellkulturabsaugesystem

KNF Labport, Village-Neuf, Frankreich

Zellziahler TC10™ Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
Zentrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg, Deutschland
2.1.6 Kits

In Tabelle 7 sind alle in der Arbeit verwendeten Kits aufgelistet.

Tabelle 7: Verwendete Kits und Hersteller

Kits

Hersteller

CellTiter-Blue® Cell Viability Essay

Promega, Madison, USA

NucleoBond® Xtra Midi/Maxi

Machery-Nagel, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® Gel and PCR clean-up

Machery-Nagel, Diiren, Deutschland

NucleoSpin® Plasmid -Mini

Machery-Nagel, Diiren, Deutschland

Pierce™ BCA Protein Assay

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

SignalFire™ ECL Reagent

Cell Signaling Technology®, Danvers, USA

SignalFire™ Elite ECL Reagent

Cell Signaling Technology®, Danvers, USA

2.1.7 Losungen und Puffer

Im Rahmen der Arbeit verwendete Losungen und Puffer sind in Tabelle 8 genannt.

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Lésungen und Puffer

Lésungen/ Puffer

Zusammensetzung/ Hersteller

Blockierldsung

5% Milchpulver in TBS-T

BSA-Losung

5% BSA in TBS-T

dNTP Mix 10 mM

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

DreamTaq Puffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Losungen und Puffer (Fortsetzung)

Lésungen/ Puffer

Zusammensetzung/ Hersteller

FACS-Puffer

1% BSA in PBS

FAST-AP-Puffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

GC-Puffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
HD Green Intas, Gottingen, Deutschland
HF-Puffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Lysepuffer Co-IP

1 mM EDTA

150 mM NaCl

50 mM Tris-HCI pH 7,5

1% Triton

1 Tablette Proteaseinhibitor/ ml

Lysepuffer (JAK2)

0,5 mM EDTA

10 mM MgCl,

150 mM NaCl

1 mM Na3zVOs

0,5% NP-40

10 mM Tris-HCI pH 7,5

1 Tablette Proteaseinhibitor/ 50 ml

OrangeG DNA-Ladepuffer (6x)

50 mM EDTA
30% Glycerin
0,25% OrangeG

PEG4000

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS)

2,7 mM KCl

1,5 mM KH2PO4

137 mM NaCl (pH 7,4)
8,1 mM Na;HPO4

Restriktionspuffer Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
SDS-PAGE Laufpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS
SDS-PAGE Sammelgelpuffer, pH 6,8 500 mM Tris
0,4% SDS
SDS-PAGE Transferpuffer 10% 10x Puffer
20% Methanol
0,1% SDS
SDS-PAGE Trenngelpuffer, pH 8,8 1,5 M Tris
0,4% SDS

5x SDS-Probenpuffer reduzierend (Ladmmli)

0,00025 mM Bromphenolblau
10% Glycerin
5% B-Mercaptoethanol
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Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Losungen und Puffer (Fortsetzung)

Lésungen/ Puffer

Zusammensetzung/ Hersteller

2% SDS
72 mM Tris-HCI pH 6,8

Solution I (S1)

10 mM EDTA pH 8.0
50 mM Glucose

25 mM Tris-HCI pH 8.0
1:1000 RNase

Solution 2 (S2) 0,2 M NaOH

1% SDS
Solution 3 (S3) 5 M Kaliumacetat

11,5% Essigsaure (99,9%)
Stripping Puffer 0,1% PB-Mercaptoethanol

2% SDS
62,4 mM Tris-HCI pH 6,8

T4-DNA-Ligasepuffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

TBS-T Puffer

1% TBS-Puffer
0,05% Tween 20

Tris-Acetat EDTA Puffer (TAE)

0,01 M EDTA
0,2 M Essigséure
0,4 M Tris-HCI pH 8,8

Tris-gepufferte Salzlosung (TBS) 10x pH 7,5

200 mM Tris-HCI pH 7,5
150 mM g NaCl

TriTrack DNA Loading Dye

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Trypsin-EDTA-Losung

1:10 Trypsin-EDTA in PBS
Genaxxon, Ulm, Deutschland

TurboFect™

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.1.8 Marker

Alle verwendeten Marker sind in Tabelle 9 aufgelistet.

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten Marker

Marker

Hersteller

GeneRuler™ kb DNA Ladder

Thermo Fisher, Vilnius, Litauen

GeneRuler™ Express DNA Ladder

Thermo Fisher, Vilnius, Litauen

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher, Vilnius, Litauen
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Fiir Zelllinien sowie Bakterien eingesetzte Kulturmedien sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Tabelle 10: Ubersicht der Kulturmedien und deren Zusammensetzung

Medien

Zusammensetzung Hersteller

Dulbecco’s

Modified Eagle

Medium (DMEM) -/-

4,5g/L D-Glucose Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
L-Glutamin
Pyruvat

DMEM+/+

DMEM-/- Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
10% FCS
1% Penicillin/ Streptomycin

Luria-Bertani (LB) Agar

1,5% Agar-Agar Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
200 pg/ml Ampicillin

0,5% Hefeextrakt

1% NaCl

1% Trypton

Luria-Bertani Medium

100 pg/ml Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
0,5% Hefeextrakt

1% NaCl

1% Trypton

2.1.10 Oligonukleotide

In Tabelle 11 aufgefiihrte Oligonukleotide wurden als primer zu Klonierungszwecken, flir

Polymerase-Kettenreaktionen (PCR) und Sequenzierungsanalysen verwendet. Alle Pro-

dukte stammen von der Firma Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland.

Tabelle 11: Ubersicht der Oligonukleotide

Name Beschreibung Sequenz 5¢-3¢

DF16 pcDNA3.1 fwd AAATTAATACGACTCACTATAGG

DF38 pCR-Script fwdl TGCTGCAAGGCGATTAAG

DF39 pCR-Script revl ATGCTTCCGGCTCGTATG

DF46 c-myc pR1 CATTCAGATCCTCTTCTGAGATG

DF85 5’pMOWS AGCCCTTTGTACACCCTAAGC

DF86 3‘pMOWS AGCAATAGCATGATACAAAGG

DF155 hIL-23R-Not rev CTGCGGCCGCCTTTTCCAAGAGTGAAATCC
DF249 gp130-Not-rev TCTGCGGCCGCCTGAGGCATGTAGCCG
DF352 hIL12Rb1-FP3 GACCCGGATCCGGCTGG
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Tabelle 11: Ubersicht der Oligonukleotide (Fortsetzung)

Name Beschreibung Sequenz 5¢-3¢

DF366 hIL23R-EcoRV-FP2 CTTCTGGATATCCGCCAGATATTCCTG

DF373 hSD4-FP ACAGTTGCTTCCATCTCTACAGGGCAC

DF479 hIL-23R-SnaBI-FP GCCAAACATTAAGTACGTATTTCAAGTGAG

DF504 hIL12Rb1-RT-RP2 TGTCCCAGGACATCTCTACCAC

DF737 mp19-FLAG-L1 GGCCGCAGACTACAAAGATGACGATGATAAAGC

DF738 mp19-FLAG-L2 GGCCGCTTTATCATCGTCATCTTTGTAGTCTGC

DF748 FLAG-FP CCGCAGACTACAAAGATGACGATGATAAAGCGG

DF796 hIL12Rb1-Esp3I-F CGCACCACGTCTCGGTGAAGAATCATAGC

DF801 SOE-gp130-813-FP GCCCAGGCAACAGGGATATAAACCCCAAATTTCA

DF802 SOE-gp130-813-RP GGTTTATATCCCTGTTGCCTGGGCAAAATACCATCAC

DF813 WLYEDIPN-FP TGGCTTTATGAAGATATTCCTAATAGTGGCTACAGACAC-
CAAGTTCCGTC

DF814 WLYEDIPN-RP ATTAGGAATATCTTCATAAAGCCAAGTGCTCGAAGTGTT-
TTGTGAAGATTC

DF815 hIL-23R-hIL7RTM-FP CTGACAACAGAGGACCCATCCTGCTGCCCCCTT

DF816 hIL-23R-hIL7RTM-RP CAGGATGGGTCCTCTGTTGTCAGAAGTAAGGTGCCCTG

DF819 Y502F P1 CGGAACTTGGTGTCTGAAGCCACTGTGTACCAC

DF820 YS502F P2 GTGGTACACAGTGGCTTCAGACACCAAGTTCCG

DF821 SOCS3-C-SOE-FP AGCACCGCCAGCACAGTTGAGTATTCTACCGTGG-
TACACAGCGG

DF822 SOCS3-C-SOE-RP CTCAACTGTGCTGGCGGTGCTTAGCGAGTTTTGCGGG-
TAGTCTC

DF823 gp130-Q813-Not-RP GACGCGGCCGCCTGTTGCCTGGGCAAAATACCATCACC

DF824 12Rb1-gp130-Q813- GACAGAGCTACCTGAGAAATCATTGGACCTGTTCA-

SOE-FP AAAAGG
DF825 12Rb1-gp130-Q813- GTCCAATGATTTCTCAGGTAGCTCTGTCTT-
SOE-RP CTCGAGAGGCTC

DF826 HTG-HSG-P1 TTTGGGGTTTATATCCGCTGTGTACCACGGTAGAATACT-
CAAC

DF827 HTG-HSG-P2 GTTGAGTATTCTACCGTGGTACACAGCGGATATAAAC-

CCCAAA
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Im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Plasmide sind in Tabelle 12 beschrieben.

Tabelle 12: Plasmide, Herkunft und Resistenz

Plasmid Insert Antibiotikaresistenz Quelle

p409 IL-12RB1 QMG Ampicillin [134]
IL-12Rp1-2A-hIL-23R Ampicillin Doreen M. Floss
IL-23R Ampicillin [134]
IL-23R-gp130-642-765 Ampicillin [135]
SOCS3APEST-HA-myc Ampicillin [136]

pCR-Script IL-23R-gp130 [135]

pMOWS-hygro  GFP Hygromycin B [137]
IL-12RB1 Hygromycin B [134]

pMOWS-puro GFP Puromycin [137]
IL-23R-W395V Puromycin Doreen M. Floss
IL-23R-VV Puromycin Doreen M. Floss
IL-23R-VVV Puromycin Doreen M. Floss
IL-23R-gp130 Puromycin [135]
IL-23R-gp130-642-765 Puromycin [135]
IL-23R-SOCS-A Puromycin Doreen M. Floss
IL-23R-SOCS-B Puromycin [136]
IL-12RB2-Q426H Puromycin Doreen M. Floss

pcDNA GFP-VHH-IL-7R-ECD- Ampicillin [138]

TMD(PPCL)-IL-23R-ICD
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2.1.12 Verbrauchsmaterialien

Material & Methoden

In Tabelle 13 sind die Verbrauchsmaterialien aufgefiihrt.

Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Alu-Laborfolie

k. A.

Combitips advanced® 0,5 - 50 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

FACS-Tubes

Corning Inc., Corning, USA

Falcon 15 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Falcon 50 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Kryordhrchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Nitril-Handschuhe

WRP, Sepang, Malaysia

Pasteur-Pipetten

Brand, Wertheim, Deutschland

PCR-Reaktionsgefal Multiply® 0,2 ml und -kappen

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Petrischale 10 cm

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

PVDF Transfermembran

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

SafeSeal Reaktionsgefal 1,5 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

SafeSeal Reaktionsgefdl 2 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Serologische Pipette (Stripette) 5 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Serologische Pipette (Stripette) 10 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Serologische Pipette (Stripette) 25 ml

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sterile Zellkulturflaschen 25 cm?

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sterile Zellkulturschale 10 cm (adhérent)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sterile Zellkulturschale 15 cm (adhérent)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sterile Zellkulturschale 10 cm (suspension)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sterile Zellkulturschale 15 cm (suspension)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sterile Zellkulturplatten, 6-well, CytoOne®

Starlab International, Hamburg, Deutschland

Sterile Zellkulturplatten, /2-well, CytoOne®

Starlab International, Hamburg, Deutschland

Sterile Zellkulturplatten, 96-well, CytoOne®

Starlab International, Hamburg, Deutschland

27



Tabelle 13: Verbrauchsmaterialien (Fortsetzung)

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Material & Methoden

Zellkulturplatten, 96-well

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Whatman® Filterpapier VWR, Randor, USA
Zellschaber Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Zellzahlkammern BioRad Laboratories, Hercules, USA

2.1.13 Zelllinien

Zelllinien, die fiir diverse Experiment mit Zellkulturen eingesetzt wurden, sind in Tabelle

14 gelistet. Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde der Bakterienstamm Escherichia coli

(E. coli) XL1-Blue (endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recAl lac glnV44 F° [:TN10 pro AB+

laclqA(lacZ)M15] hsdR17(rk-mK+)) genutzt.
Tabelle 14: Zelllinien, Ursprung und Herkunft

Zelllinie Ursprung

Charakteristika

Quelle

Ba/F3-gp130 Murine Pré-B-Zelllinie

Suspensionszellen, IL-6
abhéngig

Immunex, Seattle,
USA

Ba/F3-gp130-IL-23R Murine Pri-B-Zelllinie Suspensionszellen, IL-6 [134]
abhéngig
Ba/F3-gp130-IL-12R31 Murine Pré-B-Zelllinie Suspensionszellen, IL-6 [74]
abhéngig
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-  Murine Pri-B-Zelllinie Suspensionszellen, IL-23 [139]
IL-23R abhingig
Ba/F3-gpl130-IL-12RB2  Murine Pri-B-Zelllinie Suspensionszellen, IL-6 Institut fiir Bioche-

abhéngig

mie und Molekular-
biologie I, Diissel-
dorf, Deutschland

HEK?293 Humane embryonale Adhirente Zellen DSMZ, Braun-
Nierenzellen schweig, Deutsch-
land, (ACC 305)
HEK293T Humane embryonale Adhirente Zellen DSMZ, Braun-
Nierenzellen schweig, Deutsch-
land (ACC 635)
Phonix-Eco Humane embryonale Adhiérente Zellen DKFZ, Heidelberg,
Nierenzellen Deutschland
u4C Humane Fibrosarko- Adhérente Zellen [140]

mzellen
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2.1.14 Zytokine

Fiir die Stimulation von Zellkulturen eingesetzte Zytokine sind in Tabelle 15 genannt. Hy-
per-IL-6 (HIL-6) ist ein Fusionsprotein aus IL-6 und sIL-6R, das zur Stimulation gp130
exprimierender Zellen verwendet wird [141]. Hyper-IL-23 (HIL-23) wird zur Stimulation
IL-23 exprimierender Zellen verwendet und besteht aus den murinen Untereinheiten p40

und p19, die iiber einen Peptidlinker miteinander verbunden sind [43].

Tabelle 15: Ubersicht der eingesetzten Zytokine, Konzentration und Ursprung

Zytokine Stammkonzentration

HIL-6 konditionierter Zellkulturiiberstand 10 mg/ml
HIL-6 0,676 mg/ml

HIL-23 0,68 mg/ml

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli Zellen

Mittels Hitzeschocktransformation wurde die Plasmid-DNA in E. coli eingebracht und an-
schlieBend vervielfiltigt. Dafiir wurden Aliquots von E. coli (30 ul) bei -80°C gelagert und
vor der Transformation auf Eis aufgetaut. AnschlieBend wurde 1 pl der Plasmid-DNA, res-
pektive 10 ul Ligationsansatz, zugegeben und das Gemisch 5 min auf Eis inkubiert. Die
Hitzeschocktransformation erfolgte durch Inkubation des Ansatzes fiir 1 min bei 42°C, wo-
raufhin eine erneute Inkubation fiir 5 min auf Eis folgte. 500 ul erwdrmtes LB-Medium
wurde hinzugegeben, bevor die transformierten Zellen unter Schiitteln (800 rpm) bei 37°C
inkubiert wurden. Nach 1 h wurden 100 pl des Ansatzes auf LB-Agarplatten mit entspre-

chendem Selektionsantibiotikum verteilt und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2 Praparation von Plasmid-DNA

Fiir die Reinigung der DNA aus transformierten E. coli stehen unterschiedliche Methoden
zur Verfligung. In dieser Arbeit wurden unter anderem die Mini-Préparation mit und ohne
Kit sowie die Midi-Préparation mit Kit angewendet. Dabei wurde die Mini-Préparation ins-
besondere nach Transformation von Ligationsansétzen zur Selektion positiver E. coli Kolo-
nien genutzt. Die Midi-Préparation diente vor allem der Aufreinigung groler Mengen an

DNA.
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Plasmid Mini-Priaparation ohne Kit

Mithilfe einer Mini-Praparation wurde Plasmid-DNA aus vermeintlich positiven E. coli Ko-
lonien isoliert. Dafiir wurde iiber Nacht eine E. coli Kolonie in 2 ml LB-Medium mit ent-
sprechendem Selektionsantibiotikum bei 37°C unter stindigem Schiitteln (850 rpm) inku-
biert und 1,5 ml des Ansatzes anschlieBend fiir 5 min und 1300 rpm bei Raumtemperatur
(RT) zentrifugiert. Die restlichen 500 ml des Ansatzes wurden bei 4°C gelagert, um im Falle
von positiven Kolonien weiterfithrend eine Midi-Priparation durchfithren zu kénnen. Das
durch Zentrifugation entstandene Zellpellet wurde in 100 pl kalter S1-Losung resuspendiert
und durch Zusatz von 200 pl der S2-Losung lysiert. Nach maximal 5 min wurde 150 pl kalte
S3-Losung zur Neutralisation zugegeben. Das Gemisch wurde 10 min auf Eis inkubiert und
anschlieBend fiir 10 min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert, um die DNA und Zelltriimmer
voneinander zu trennen. Die DNA, die sich nach der Zentrifugation im Uberstand befindet,
wurde in ein neues Reaktionsgefdl} tiberfiihrt und mit 900 pl 100% Ethanol versetzt. Nach
Inkubation auf Eis fiir 5 min erfolgte erneut eine Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und
13000 rpm sowie Entfernung des Uberstands. Das iibrig gebliecbene DNA-Pellet wurde
durch Zugabe von 500 ul 70% Ethanol gewaschen und anschlieend in 30 pl H2Oqq gelost.
Die isolierte Plasmid-DNA wurde mittels Restriktionsspaltung analysiert (siehe 2.2.5). Zur
Gewinnung groBBerer Mengen DNA wurde weiterfithrend eine Midi-Priparation durchge-

fiihrt.

Plasmid Mini-Praparation mit Kit

Zur Isolierung und Reinigung von Plasmid-DNA aus vermeintlich positiven E. coli Kolo-
nien, die anschlieBend sequenziert werden sollten, wurde eine Mini-Préparation mit dem
NucleoSpin®Plasmid Kit durchgefiihrt. Wie bei der Mini-Préparation ohne Kit wurde auch
hier iiber Nacht ein E. coli Klon in 2 ml LB-Medium und entsprechendem Selektionsantibi-
otikum bei 37°C unter stindigem Schiitteln (850 rpm) inkubiert und 1,5 ml Ansatzes an-
schlieBend zentrifugiert (11000 rpm, 30 s, RT). Die Isolierung der DNA erfolgte nach Her-
stellerangaben, wobei anstatt AE-Puffer 50 pl H>Ogqq zur Elution der DNA verwendet wurde.
Mittels Restriktionsspaltung wurde die gewonnene DNA analysiert (siche 2.2.5) und die
Konzentration am NanoDrop® bestimmt (siehe 2.2.3). Zur weiteren Uberpriifung der DNA-

Sequenz wurde die Plasmid-DNA auBBerdem sequenziert (siche 2.2.4).
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Midi-Priparation von Plasmid-DNA

Am Tag vor der Priparation wurden transformierte E. coli in Erlenmeyer-Kolben mit 100 ml
LB-Medium und entsprechendem Selektionsantibiotikum iiberfiihrt und iiber Nacht bei
37°C unter stindigem Schiitteln inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und
4000 rpm wurde die Plasmid-DNA mithilfe des NucleoBond® Xtra Midi/Maxi von Ma-
chery-Nagel nach Herstellerangaben gereinigt. Nach Prézipitation der Plasmid-DNA wurde
diese mit 70% Ethanol gewaschen, anschlieBend getrocknet und in 100 pl H2Oqq gelost. Mit-
tels Restriktionsspaltung (siehe 2.2.5) und Sequenzierung (siche 2.2.4) wurde die gewon-
nene Plasmid-DNA analysiert, sowie die Konzentration am NanoDrop® durch UV-Spektro-

skopie bestimmt (siche 2.2.3).

2.2.3 Konzentrationsmessung DNA
Durch Messung der DNA-Absorption bei 260 nm mittels UV-Spektroskopie am NanoDrop®

wurde die Konzentration der gewonnenen DNA bestimmt.

2.2.4 Sequenzierung
Die Priifung einer DNA-Sequenz auf Korrektheit wurde mittels Sequenzierung im Micro-
synth Seqlab Gottingen durchgefiihrt. Primer, die nicht auf der Standardliste der Firma vor-

handen sind, wurden zusitzlich der Firma iibersandt und sind in Tabelle 11 aufgelistet.

2.2.5 Restriktionsspaltung der Plasmid-DNA

Zur Kontrolle der Plasmid-DNA aus Mini- und Midi-Praparationen mittels Restriktionsspal-
tung und zur Linearisierung der DNA im Rahmen der Klonierung wurden Restriktions-
enzyme eingesetzt. Mithilfe des Programms SnapGene konnten vor der Analyse die Schnitt-
stellen der jeweiligen Enzyme an der entsprechenden DNA herausgefunden werden. Fiir die
Restriktionsspaltung wurden 1 pg (Kontrolle) bzw. 10 pg (Linearisierung) Plasmid-DNA
mit geeigneten Restriktionsenzymen versetzt und mit zugehdrigem Puffer (10x), sowie
H>O44 zu einem Gesamtvolumen von 20 pl bzw. 40 ul aufgefiillt. Nach Inkubation des An-
satzes iiber Nacht bei 37°C wurde die Aktivitit der Enzyme mittels Zugabe von OrangeG
DNA-Ladepuffer (6x) oder durch Inkubation des Ansatzes fiir 20 min bei 65°C beendet. Die
entstandenen DNA-Fragmente wurden anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese von-
einander in der Grofe getrennt und unter UV-Licht analysiert (siehe 2.2.6). Sofern die DNA-
Fragmente zur Klonierung weiterverwendet werden sollten, wurde eine Gelextraktion zur

Isolierung und Reinigung der gewiinschten DNA-Fragmente durchgefiihrt (siehe 2.2.7).
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2.2.6 Agarosegelelektrophorese

Die GroBentrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch Agarosegelelektrophorese. Dazu
wurde zunichst 1-2% Agarose in 1x TAE-Puffer gelost. Zum Sichtbarmachen der DNA-
Fragmente wurde dem Agarosegel HD Green zugesetzt. Nach Beladung der Gele mit den zu
analysierenden DNA-Fragmenten und DNA-Markern zur Grofenzuordnung wurde eine
Spannung zur Trennung der DNA-Fragmente angelegt. Mithilfe des Intas® UV-Transillu-

minator wurden die DNA-Fragmente sichtbar gemacht.

2.2.7 Gelextraktion

Die Gelextraktion von DNA-Fragmenten erfolgte nach GroBentrennung der DNA-Frag-
mente mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.6). Dafiir wurden die gewiinschten DNA-
Fragmente unter UV-Licht aus dem Gel herausgeschnitten und mithilfe des NucleoSpin®
Gel and PCR Clean-up Kit nach Herstellerangaben isoliert und gereinigt. AnschlieBend er-
folgte eine Kontrolle der gereinigten DNA mittels erneuter Agarosegelelektrophorese. Das
Kit wurde auBBerdem zur Reinigung von PCR- und Restriktionsspaltungsprodukten verwen-

det.

2.2.8 Phosphorylierung von DNA

Sofern ein mittels PCR generiertes DNA-Fragment als insert fiir eine Ligation (siehe 2.2.10)
verwendet werden sollte, musste das insert zunidchst am 5‘-Ende phosphoryliert werden.
Dafiir wurden 132 pl PCR-Produkt, 2 pul PNK und 15 pl T4-DNA-Ligasepuffer vermischt,
bei 37°C fiir 30 min inkubiert und das Enzym anschlieBend fiir 5 min bei 72°C deaktiviert.
Mittels Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.6) und Gelextraktion (siche 2.2.7) wurde der

Ansatz gereinigt.

2.2.9 Dephosphorylierung von DNA

Vor einer Ligation mussten entsprechende Vektoren dephosphoryliert werden. Dazu wurden
40 pl des durch Restriktionsspaltung linearisierten Vektors mit 2 ul FAST-AP, 1 ul FAST-
AP-Puffer und 7 pl H2Oq4q gemischt, fiir 2 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend mittels
Agarosegelelektrophorese (siehe 2.2.6) und Gelextraktion (siehe 2.2.7) gereinigt.

2.2.10 Ligation

In weiteren Klonierungsschritten wurden insert und Vektor durch Ausbildung einer kova-
lenten Phosphodiesterbindung zwischen dem 3‘-OH- und dem 5°-Phosphat-Ende miteinan-
der verbunden. Dies erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase. Die Ligation von Vektor und

insert erfolgte in einem Konzentrations-Verhéltnis von 1:5. Dem Gesamtansatzvolumen von
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20 pl wurden 2 pul T4-DNA-Ligase, 2 ul 10x T4-DNA-Ligase-Puffer, 2 ul PEG4000 sowie
H>O44 zugesetzt und der Ansatz iiber Nacht bei 4°C inkubiert.

2.2.11 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Die PCR wurde zur Vervielfdltigung spezifischer DNA-Sequenzen, Analyse von Klonen

sowie zur Generierung neuer IL-23- und IL-12R31-Rezeptorvarianten genutzt.

PCR zur Vervielfiltisung von DNA-Abschnitten

Zur Vervielfiltigung spezifischer DNA-Abschnitte wurde zundchst ein PCR-Ansatz (Ta-
belle 16) mit einem Gesamtvolumen von 50 ul hergestellt. Das entsprechend durchgefiihrte
PCR-Programm am Thermocycler ist in Tabelle 17 aufgelistet. Die amplifizierten DNA-
Fragmente wurden anschlieend mittels Agarosegelelektrophorese voneinander getrennt
(siehe 2.2.6) und die gewiinschten Abschnitte aus dem Gel extrahiert und gereinigt (siche

2.2.7).

Tabelle 16: PCR-Ansatz zur DNA-Vervielfiltigung

Zugabe Menge
template DNA 1:100 1wl
HF-/ GC-Puffer 10 pl
Jforward/ reverse primer 1:10 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
phusion polymerase 0,5 ul
H>044 32’5 “1

Tabelle 17: PCR-Programm zur DNA-Vervielfiltigung

Programmpunkt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 98°C 30s

Denaturierung 98°C 10s

Annealing 60°C 15s 30x Zyklen
Elongation 72°C 20-25 s

Finale Elongation 72°C 5 min

Splicing by overlap extension (SOE)-PCR

Zur Generierung neuer Rezeptorvarianten wurden zwei DNA-Fragmente nach einer Ampli-
fikations-PCR in einer weiteren PCR miteinander fusioniert (Abb. 6). Dazu wurde ein PCR-
Ansatz (Tabelle 18) mit gereinigten DNA-Fragmenten und einem Gesamtvolumen von 50

ul hergestellt. Das PCR-Programm zur Fusion der beiden DNA-Fragmente ist in Tabelle 19
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aufgelistet. Zur Kontrolle der Fusion wurde nach der PCR eine Agarosegelelektrophorese

durchgefiihrt (siehe 2.2.6).
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[ e
5 2 3 5' com— 3
3 ——) 3 5
<
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<=
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Abb. 6: Schematische Ubersicht SOE-PCR. In zwei separaten PCRs (A und B) werden durch Zugabe eines
forward primer (FP) und eines reverse primer (RP) DNA-Fragmente mit komplementiren Uberhéingen gene-
riert. In einer nachfolgenden Fusions-PCR werden beide DNA-Fragmente miteinander fusioniert. Die Abbil-
dung wurde erstellt mit BioRender.com nach [142].

Tabelle 18: Ansatz Fusions-PCR

Zugabe Menge
je DNA-template 1 ul
HF-/ GC-Puffer 10 pl
forward/ reverse primer 1:10 2,5 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
Phusion polymerase 0,5 ul
H20u4 31.5 “1
Tabelle 19: PCR-Programm zur Fusions-PCR
Programmpunkt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 98°C 30s
Denaturierung 98°C 10s
Annealing 60°C 15s 30x Zyklen
Elongation 72°C 30-35s
Finale Elongation 72°C 5 min
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Colony-PCR zur Analyse von Klonen

Zur Identifikation positiver Klone nach Ligation von Vektor und insert (sieche 2.2.10) und
Transformation des resultierenden Plasmids in E. coli (siehe 2.2.1) wurde eine colony-PCR
durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst einzelne Kolonien der LB-Agarplatten mit einer steri-
len Pipettenspitze gepickt, in ein PCR-Reaktionsgefd3 mit 20 pl H2Oqq tiberfiihrt und fiir 5
min bei 95°C inkubiert. AnschlieBend wurden 30 pl eines Master-Mix Ansatzes (Tabelle 20)
zugegeben und die PCR (Tabelle 21) durchgefiihrt. Nach Beendigung der PCR wurde der
Ansatz mit 10 pl OrangeG Ladepuffer versetzt und die PCR-Produkte mittels Agarosegel-
elektrophorese analysiert (siche 2.2.6). Die Pipettenspitze wurde aulerdem zur darauffol-
genden Mini-Préparation in ein Reaktionsgefdll mit 2 ml LB-Medium gegeben und bei 37°C

uber Nacht und schiittelnd inkubiert.

Tabelle 20: Mastermix-Ansatz colony-PCR

Zugabe Menge
Dream Tagq Puffer Sul
MgCl2 (25 mM) 4 ul
Jforward/ reverse primer (100 pmol/ pul) 0,25 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
Dream Tagq (5 U/ pl) 0,2 ul
H20dd 19,3 pl
Tabelle 21: Colony-PCR Programm
Programmpunkt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 1 min
Annealing 60°C 1 min 30x Zyklen
Elongation 72°C 1 min pro kb
Finale Elongation 72°C 5 min

Site-directed mutagenesis (SDM)-PCR

Die Mutation einzelner Aminosduren in einer DNA-Sequenz erfolgte mittels site-directed
mutagenesis (SDM)-PCR [143]. Dafiir wurden zunédchst zwei PCR-Ansédtze A und B mit
dem gleichen DNA-template, aber unterschiedlichen primern, hergestellt (Tabelle 22). Die
primer enthielten die entsprechende Mutation. Nach der Durchfiihrung des PCR-Programms
(Tabelle 23) wurden beide PCR-Ansétze miteinander vermischt, 1 pl Phusion polymerase

je 50 ul Reaktionsansatz zugegeben und das PCR-Programm erneut durchgefiihrt.
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Anschliefend wurde der Ansatz mithilfe des PCR clean-up Kits gereinigt, durch Restrikti-
onsspaltung geschnitten (siche 2.2.5) und in kompetente E. coli Zellen transformiert (siche
2.2.1). Nach einer Mini-Priparation mit Kit (siehe 2.2.2) wurde die erfolgreiche Mutation
mittels Sequenzierung liberpriift (siehe 2.2.4).

Tabelle 22: Ansatz fiir site-directed mutagenesis, Ansatz A wurde mit dem forward primer, Ansatz B mit
dem reverse primer versetzt

Zugabe Menge
DNA-template 1wl
HF-Puffer 10 pl
Jforward/ reverse primer (100 pmol/ pul) 0,4 ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
Phusion polymerase 1 ul
H>044 36,6 ul

Tabelle 23: PCR-Programm site-directed mutagenesis

Programmpunkt Temperatur Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 98°C 4 min

Denaturierung 98°C 1 min

Annealing 55°C 1 min 15x Zyklen
Elongation 72°C 15-30 s pro kb

Finale Elongation 72°C 12 min

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung adhérenter Zellen

Adhirente Zellen wurden in 10 ml DMEM** kultiviert und alle drei Tage passagiert. Dafiir
wurde zunédchst das Medium entfernt und stark adhdrente Zellen mit erwérmter Phosphat-
gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. Mithilfe von PBS (schwach adhdrente Zellen)
oder Trypsin-EDTA (stark adhdrente Zellen) wurden die Zellen in ein Reaktionsgefa3 mit
Medium iiberfiihrt und die Zelldichte nach Zugabe von Trypanblau mittels Zellzdhler ge-
messen. Anhand der bestimmten Konzentration wurde die gewiinschte Menge an Zellen in

eine neue Schale mit DMEM"* transferiert.

2.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen
Ba/F3-Suspensionszellen wurden in 10 ml DMEM** mit entsprechendem Zytokin und Se-
lektionsantibiotikum kultiviert. Alle sieben Tage erfolgte das Passagieren, wobei 0,25 pl der

Ba/F3-gp130 bzw. 0,5 ul der Ba/F3-Zellen in eine frische Schale mit 10 ml DMEM™*,
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Zytokin und Selektionsantibiotikum transferiert wurden. Fiir Experimente wurden im Rah-
men dieser Arbeit Ba/F3-gp130 Zellen in zusétzliche Zellkulturschalen oder -flaschen tiber-
fiihrt.

2.3.3 Transfektion eukaryotischer Zellen

Mithilfe von TurboFect™ wurden DNAs fiir Rezeptorvarianten des IL-23R und IL-12RB1
in Zellen eingebracht (genutzte Zelllinien siehe Tabelle 14). Am Tag vor der eigentlichen
Transfektion wurden die Zellen gezéhlt, in Zellkulturschalen ausgesét (Tabelle 24) und tiber
Nacht bei 37°C im CO»-Brutschrank inkubiert. Fiir die Transfektion in 6-well Platten wurden
1 ug DNA und 2 ul TurboFect™ in 200 ul DMEM™~ bzw. fiir 10 cm Schalen 5 ug DNA und
10 ul TurboFect™ in 1 ml DMEM" angesetzt und fiir 15-20 min bei RT inkubiert. Anschlie-
Bend wurde die Mischung tropfenweise auf die Zellen gegeben und die Platten vorsichtig
geschwenkt, um eine optimale Verteilung zu ermoglichen. Die Inkubation der transfizierten
Zellen erfolgte bei 37°C im CO»-Brutschrank. Bei Transfektion stark adhirenter Zellen wie
HEK?293 und U4C, sowie Phonix-Zellen wurde nach 6 h ein Mediumswechsel mit DMEM**
durchgefiihrt, im Falle der Phonix-Zellen mit einem Gehalt von 30% FCS. 48 h spéter wur-
den die Zellen geerntet und analysiert. Bei Verwendung der Phonix-Zellen als Verpackungs-

zelllinie wurde nach 24 h eine retrovirale Transduktion vorgenommen (siche 2.3.4).

Tabelle 24: Zelllinien und Menge der ausgesiiten Zellen zur Transfektion

Zelllinie 6-well Platten 10 cm Schale
HEK?293/ HEK293T 4x10° Zellen 2x10% Zellen
Phonix 6x10° Zellen

u4cC - 2x10° Zellen

2.3.4 Generierung stabiler Zelllinien durch retrovirale Transduktion

Zur Generierung stabiler Ba/F3-Zelllinien mit stetiger Oberflachenexpression verschiedener
Rezeptorvarianten des IL-23R und IL-12R1 wurde eine retrovirale Transduktion durchge-
fithrt. Zunéchst erfolgte eine Transfektion der pMOWS-Plasmide in Phonix-ECO-Zellen,
deren Uberstand nach 24 h Inkubation zur retroviralen Transduktion genutzt wurde. Die
Ba/F3-Zellen wurden hierfiir mit PBS gewaschen und anschliefend mittels Zugabe von
Trypanblau und Zellzahler gezéhlt. 1x10° Ba/F3-Zellen wurden gemeinsam mit dem Pho-
nix-Zelliiberstand in ein Reaktionsgefal iiberfiihrt und 8 pg/ml Polybrene zugegeben. Fiir 2
h wurde das Gemisch bei RT und 1800 rpm zentrifugiert, anschlieBend wurde der Uberstand
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entfernt. Das Zellpellet wurde in 5 ml DMEM*"* resuspendiert und in 6-well Platten mit dem
jeweiligen Zytokin ausgesdt. Nach 48 h Inkubation im CO,-Brutschrank wurden die Zellen
mit entsprechendem Antibiotikum selektiert. Fiir mindestens zwei Wochen wurden die Zel-

len in 6-well Platten inkubiert, bevor diese dann in 10 cm Schalen tiberfiithrt wurden.

2.3.5 Kryokonservierung von Zellen

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zundchst fiir 5 min bei 1500 rpm zentrifugiert
und das Zellpellet anschlieend in 2 ml FCS mit 10% DMSO resuspendiert. Jeweils 1 ml
der Suspension wurde anschliefend in Kryordhrchen iiberfiihrt und in einer Kryobox tiber
Nacht bei -80°C gelagert. Zur dauerhaften Aufbewahrung der eingefrorenen Zellen wurden

diese in Fliissigstickstoff umgelagert.

2.3.6 Proliferationsassay mit Ba/F3-Zellen

Mittels CellTiter-Blue® und fluorometrischer Messung wurde die Zellproliferation von
Ba/F3-Zellen analysiert. Zur Vorbereitung der Messung wurden die Zellen 5 min bei RT
und 1500 rpm zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet in PBS resuspendiert.
Dieser Waschschritt wurde dreimal wiederholt, bevor die Zellen auf eine Konzentration von
5x10* Zellen/ml in DMEM™* verdiinnt wurden. Jeweils 5x10° Zellen wurden mit der ent-
sprechenden Menge an Zytokin oder ohne Zugabe von Zytokin in eine 96-well Platte {iber-
fiihrt und fiir 72 h inkubiert. AnschlieBend wurde 20 ul CellTiter-Blue®™ Lésung in jedes well
gegeben. In einem Abstand von 20 min wurde dann fiir 2 h die Absorption im Photometer
gemessen. Sofern metabolisch aktive Zellen in der Losung vorhanden sind, wird das in Cell-
Titer-Blue® enthaltene Resazurin zu Resorufin reduziert. Resorufin erzeugt eine Fluores-

zenz, die im Photometer erfasst und gemessen werden kann.

2.3.7 Stimulationsassay mit stabilen Zelllinien

Zur Analyse der intrazelluldren Signalwege wurden Ba/F3-Zellen in Zellkulturflaschen mit
50 ml DMEM"* kultiviert und am Tag der Stimulation in 50 ml Falcons iiberfiihrt. Dreimal
wurden die Zellen fiir 5 min bei RT und 1500 rpm zentrifugiert und mit PBS gewaschen,
bevor die Zellen in DMEM™" resuspendiert und jeweils 1 ml in eine 12-well Platte transferiert
wurden. Nach dem starven der Zellen fiir 4 h wurde das entsprechende Zytokin zugegeben
und die Zellen weitere 30 min inkubiert sowie geerntet. Fiir die Beobachtung der Signal-
kaskade im zeitlichen Verlauf wurden die Zellen nach starving mit dem entsprechenden Zy-
tokin iiber einen Zeitraum von 5 h inkubiert und zum Zeitpunkt 0 — 30 min — 60 min — 120

min — 180 min — 240 min — 300 min geerntet. Die geernteten Zellen wurden fiir 5 min bei

38



Material & Methoden

RT und 1500 rpm zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet in Fliissigstickstoff
eingefroren. Die Lagerung bis zur Herstellung der Zelllysate (siehe 2.4.3) erfolgte bei -80°C.

2.3.8 Stimulationsassay mit transienten Zelllinien

Um die intrazelluldren Signalwege in transient transfizierten Zellen zu analysieren, wurde
zundchst eine Transfektion von adhirenten Zellen mit dem entsprechenden Expressionsvek-
tor durchgefiihrt. Nach einer Inkubation fiir 24 h in DMEM"" wurden die Zellen einmal mit
PBS gewaschen und DMEM- zugegeben. Die Stimulation fiir 30 min mit dem entsprechen-
den Zytokin erfolgte nach einem starving der Zellen fiir ca. 16 h. Anschlieend wurden Zell-

lysate hergestellt (siche 2.4.1, 2.4.2).

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten stark adhirenter Zellen

Nach erfolgter Transfektion und Inkubation fiir 48 h wurden HEK293-Zellen zur Analyse
zelluldrer Proteine lysiert. Dazu wurde der Zellkulturiiberstand entfernt und die Zellen ein-
mal mit PBS gewaschen. Durch erneute Zugabe von 1 ml PBS und unter Anwendung eines
Zellschabers wurden die Zellen geerntet und in ein 2 ml Reaktionsgefaf iiberfiihrt. Anschlie-
Bend erfolgte eine Zentrifugation fiir 5 min bei 14000 rpm und 4°C, um Zellpellet und Uber-
stand voneinander zu trennen. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 200 pl
JAK2-Lysepuffer resuspendiert. Nach einer Inkubation von 1,5 h bei 4°C unter stindiger
Bewegung und Zentrifugation fiir 20 min bei 14000 rpm und 4°C wurde der Uberstand in
ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt. Aus dem Uberstand wurde die Proteinkonzentration

mittels BCA-Assay bestimmt (siche 2.4.4).

2.4.2 Herstellung von Zelllysaten schwach adhérenter Zellen

Transfizierte HEK293T- und U4C-Zellen wurden nach 48 h Inkubation zur Analyse zellu-
larer Proteine lysiert. Dafiir wurde der Zellkulturiiberstand entfernt, die Zellen mit 1 ml PBS
von der Platte gespiilt und in ein Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Das Zellpellet wurde nach Zent-
rifugation fiir 5 min bei 14000 rpm und 4°C in 1 ml PBS resuspendiert. Es folgte eine erneute
Zentrifugation bei gleichen Bedingungen und Resuspension des Zellpellets in 200 ul JAK2-
Lysepuffer. Nach einer Inkubation von 1,5 h bei 4°C unter stindiger Bewegung und einer
folgenden Zentrifugation fiir 20 min bei 14000 rpm und 4°C wurde der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt und die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay bestimmt

(siche 2.4.4).
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2.4.3 Herstellung Zelllysate stabiler Ba/F3-Zelllinien

Die in Fliissigstickstoff eingefrorenen und bei -80°C gelagerten Pellets von Ba/F3-Zelllinien
wurden in 200 pl JAK2-Lysepuffer resuspendiert und fiir 1,5 h bei 4°C unter konstanter
Bewegung inkubiert. Nach einer anschlieBenden Zentrifugation fiir 20 min bei 4°C und
14000 rpm wurde der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif {iberfiihrt und die Proteinkon-
zentration mittels BCA-Assay bestimmt (siche 2.4.4).

2.4.4 Pierce BCA Protein Assay

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten wurde der BCA Protein Assay mit-
tels Kit durchgefiihrt. Hierbei wurden BSA Standards mit bekannten Absorptionsspektren
als Vergleich genutzt. Die Lysate und der verwendete JAK2-Lysepuffer wurden 1:20 mit
H>Oqq verdiinnt und die Messung der Absorption erfolgte mittels Tecan Plattenleser bei
562 nm Wellenlédnge. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration der Lysate anhand der

BSA-Standardwerte mittels linearer Regression berechnet.

2.4.5 Western Blot

Die GroBentrennung von Proteinen in Zelllysaten erfolgte mittels Gelelektrophorese. Die
Lysate wurden dafiir mit 5x Lammli Puffer vermischt, 10 min bei 95°C gekocht und dena-
turiert. Anschlieend wurden die Proben in 10-15% SDS-Polyacrylamidgele gegeben und
eine elektrische Spannung angelegt. Dadurch erfolgte eine Trennung der Proteine anhand
ithres molekularen Gewichts. Zur Abschitzung der Proteingrof3e wurde zudem ein Protein-
marker mit standardisierten GroBen aufgetragen [144]. In einem anschlieBendem semi-dry
Western Blot Verfahren wurden die voneinander getrennten Proteine aus dem Gel auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Trdagermembran iibertragen. Die PVDF-Membran wurde zu-
néchst 2 min in Methanol aktiviert, sowie das Whatman-Papier in Transfer-Puffer eingelegt,
bevor der Transfer bei 1 A und 20 V fiir 60 min durchgefiihrt wurde. Zur Blockade unspe-
zifischer Bindestellen wurde die Membran nach Transfer fiir 2 h bei RT und stédndiger Be-
wegung in Milch inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal mit TBS-T gewa-
schen und der primére Antikorper (siche Tabelle 3) zugegeben. Die Inkubation mit dem
primiren Antikorper erfolgte iiber Nacht bei 4°C. Die Membran wurde dann erneut dreimal
mit TBS-T gewaschen und mit dem sekunddren Antikorper fiir mindestens 2 h (max. 1 h bei
Streptavidin-HRP) inkubiert. Die Membran wurde anschlieBend dreimal gewaschen, beim
dritten Mal jedoch nur mit TBS. Die an spezifischen Proteinen gebundenen Antikérper
konnten dann mittels ECL Prime Western-Blot-Detection Reagent und Chemilumineszenz

sichtbar gemacht werden.
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2.4.6 Entfernung eines Antikorpers von Membranen

Zur Detektion eines weiteren Proteins wurden die priméren und sekundidren Antikdrper auf
bereits entwickelten Membranen mittels stripping Puffer entfernt. Dafiir wurde die Memb-
ran fiir 30 min bei 60°C in stripping Puffer inkubiert und anschlieBend dreimal mit TBS-T
gewaschen. Erneut erfolgte eine Blockierung der unspezifischen Bindestellen durch eine In-
kubation der Membran fiir 2 h in Milch und anschlieBender dreimaliger Waschung mit TBS-

T, bevor die neuen primédren Antikdrper zugegeben wurden.

2.4.7 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (fluorescent activated cell sorting FACS) wurde zur Analyse der
Rezeptorexpression auf der Zelloberfliche von Ba/F3-Zelllinien angewandt. Dabei wurden
Antikorper verwendet, die gegen den jeweiligen Rezeptor gerichtet sind. Die mit Antikdrper
markierten Zellen wurden durch das Durchflusszytometer geschleust, wobei Vorwiérts- und
Seitwértsstreulicht zur Detektion von GréBe und Granularitét der Zellen, sowie die spezifi-
schen Fluoreszenzsignale der Antikorper gemessen wurden.

Zur Durchfiihrung der Durchflusszytometrie wurden 5x10° Zellen zunéchst fiir 5 min bei
RT und 2000 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation bei gleichen Bedingungen wurde das Zellpellet in 50 pul FACS-
Puffer mit dem primdren Antikorper (siche Tabelle 2) gelost und fiir 1-2 h bei RT inkubiert.
Anschliefend wurde 1 ml FACS-Puffer zugegeben und das Gemisch fiir 5 min bei RT und
2000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde erneut in 50 ul FACS-Puffer gemeinsam mit
dem sekundéren Antikorper resuspendiert, fiir 1-2 h bei RT inkubiert und mit 1 ml FACS-
Puffer gewaschen. Das endgiiltige Zellpellet wurde in 500 pl FACS-Puffer gelost und im

Durchflusszytometer analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Chimire IL-23R-gp130 Rezeptorvarianten

Im Rahmen dieser Arbeit sollten Sequenzmotive zur SOCS3 Interaktion identifiziert und
eine messbare SOCS3 Suppression des IL-23 Signalwegs induziert werden. Dies erfolgte in
mehreren Schritten. Zundchst wurden fiinf Rezeptorchiméren IL-23R-gp130, IL-23R-
gp130-WLYEDIPN, IL-23R-gp130-642-813, IL-23R-gp130-642-813 Y502F und IL-23R-
gp130-642-765 aus Anteilen des humanen IL-23R und des humanen gpl130 kloniert
(Abb. 7). Es ist bekannt, dass SOCS3 mit Y759 bzw. der Sequenz ,,VQY7*’STVVH* des
gp130 interagiert [111, 112]. Die Fusion der ECD und TMD des IL-23R und der ICD des
gp130 sollte somit eine Hemmung von STAT3 durch SOCS3 nach IL-23 Stimulation er-
moglichen. Aus diesem Grund wurde in der ersten Rezeptorvariante IL-23R-gp130 die kom-
plette ICD des gpl30 verwendet. Um zu untersuchen, ob das Sequenzmotiv
,VQY7¥STVVH* des gp130 tatsichlich essenziell fiir die SOCS3 Suppression ist, wurde
das Motiv in einer weiteren Rezeptorvariante durch ,, WLYEDIPN* ersetzt. ,,WLYEDIPN*
findet sich im IL-23R um Y397. Dieses Tyrosin interagiert ebenso wie Y759 des gp130 mit
SHP2. Aufgrund der Similaritit wurde dieses Motiv gewdhlt.

In den weiteren Rezeptorvarianten IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-
gp130-642-765 wurde die ICD des gp130 systematisch verkiirzt. Somit wurde der Bereich
der SOCS3 Interaktionsstelle eingegrenzt und eine Anndherung an den urspriinglichen
IL-23R erreicht. Alle Rezeptorvarianten wurden sukzessive in verschiedene Vektoren klo-
niert, liberpriift und anschlieBend mittels pMOWS-Vektoren retroviral in Ba/F3-gp130 Zell-
linien mit IL-12RP1 eingebaut. Nach Generierung der stabilen Zelllinien wurden Stimulati-
ons- und Proliferationsanalysen durchgefiihrt. Zwei Rezeptorvarianten lagen in unterschied-
lichen Vektoren bereits in der AG Scheller vor. Hierbei handelte es sich um pCR-Script-
bzw. pMOWS-puro-IL-23R-gp130 sowie p409- bzw. pMOWS-puro-IL-23R-
gp130-642-765 hergestellt von Felix Thives-Kurenbach im Rahmen seiner Dissertation
[135].
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A
IL-23R-gp130- IL-23R-gp130-
WLYEDIPN  IL-23R-gp130-  642-813  |L.23R-gp130-
IL-23R-gp130 642-813 Y502F 642-765 gp130 IL-23
— SHP2
Y, Y, Y, Y, Y, A Y2
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Y, Y, F Y, Y,— STAT3 Ys
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B
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TL-23R-gp13( 8) PRENFNS 430
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IL-23R-¢ 490
IL-23R-gr 490
IL=23R WT 550
IL-23R-¢ TVQYSTVVHS! 550
IL-23R-¢ TWLYEDIPN 550
IL-23R-¢ TVOYSTVVHS! 550
IL-23R-¢ TVQYSTVVHS! IC 550
IL-23R-qr TVQY STVVH! _,GYKPQISNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKPPVDSLDSGNNPRLQKHPNE‘AF 550
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IL-23R-¢ 3( 610
IL-23R—c 610
IL-23R-¢ KPQISNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKPPVDSLDSGNNPRLQKHPNFAFSVSSV’NSL.’:‘.NTI 610
TL-23R-qgr KPQTSNFLPEGSHLSNNNEITSLTLKPPVDSLDSGNNPRLOKHPNFAFSVSSVNSLSNTT 610
IL-23R-gpl30-642-765 SVSSVNSLSNTIFLGELSLILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPD 610
TL=-23R WT 629
TIL-23R-gpl3( 653
3 653
FLGELSLILNQGECSSPDIQNS\.’EEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPDEFVSCLGIVNEE 670
FLGELSLILNQGECSSPDIQNSVEEETTMLLENDSPSETIPEQTLLPDEFVSCLGIVNEE 670
EFVSCLGIVNEELPSINTYFPQNILESHFNRISLLEK-===============—=——=—= 647
LPSINTYFPONILESHFNRISLLEK-———====———=———————————————————— 695
LPSINTYFPONILESHFNRISLLEK--————-———————————— - ———————— 695

Abb. 7: Schematische Darstellung der chimiren IL-23R-gp130 Rezeptorvarianten. (A) Ubersicht der fiinf
Rezeptorchimére sowie gp130 und IL-23R. Tyrosine (Y) sind gekennzeichnet, ebenso die Box-Motive (dun-
kelgriiner Balken). Der rote Stern zeigt die Insertion des ,, WLYEDIPN“-Motivs, der gelbe Stern die Mutation
Y502F. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Dargestellt sind die Aminosduresequenzen der
verschiedenen IL-23R-gp130 Rezeptorvarianten. Die TMD ist dick schwarz markiert, die Punkte davor zeigen
weitere nicht dargestellte Aminosduren an. Die waagrechten Striche sind Platzhalter. Das Motiv
»WLYEDIPN“ ist dick blau, das SOCS3 Bindemotiv rot markiert. Die Box-Motive sind unterstrichen, aul3er-
dem sind intrazelluldre Tyrosine gelb hinterlegt, wobei zusétzlich unterstrichene Tyrosine essenziell fiir die
Signaltransduktion sind.
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Zur Generierung von IL-23R-gp130-642-813 wurde zunichst eine PCR mit p409-1L-23R-
gp130 (template A), forward primer (FP) hIL-23R-SnaBI (DF479) und reverse primer (RP)
SOE-gp130-813-RP (DF802), sowie p409-IL-23R-gp130-642-765 (template B), FP SOE-
gp130-813-FP (DF801) und RP hIL-23R-Not-rev (DF155) durchgefiihrt (Abb. 8A). Die zu
erwartenden Fragmentldngen betrugen fiir (A) 800 Basenpaare (bp), fiir (B) 463 bp. Mittels
Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion wurden die Fragmente gereinigt und in einer

weiteren Agarosegelelektrophorese kontrolliert (Abb. 8B).
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Abb. 8: Schematische Ubersicht der SOE-PCR und Nachweis der PCR-Fragmente. (A) Schematische
Ubersicht der SOE-PCR zur Generierung des inserts IL-23R-gp130-642-813. Die bendtigten DNA-Sequenzen
(A) und (B) wurden durch Zugabe der primer vervielfiltigt, anschlieend erfolgte eine Fusions-PCR. Die Ba-
senpaarldnge (bp) der Sequenzen und des Fusionsproduktes sind angegeben. Die Abbildung wurde erstellt mit
BioRender.com. (B) Kontrollgel nach Gelextraktion der DNA-Sequenzen mit den zu erwartenden Fragment-
groBen (bp) PCR (A): 800 bp, PCR (B): 463 bp. Zum Vergleich der FragmentgréBen wurden auBerdem Marker
M1 GeneRuler™ 1kb DNA ladder und M2 GeneRuler™ Express ladder aufgetragen.

AnschlieBend erfolgte die Fusions-PCR der beiden Fragmente (A) und (B) zu IL-23R-
gp130-642-813 (1240 bp) und FP hIL-23R-SnaBI (DF479) sowie RP hIL-23R-Not-rev
(DF155). Nach Kontrollgel wurde das PCR-Produkt am 5°-Ende phosphoryliert und
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weiterfiihrend durch Gelextraktion isoliert. Das entstandene insert wurde in den Klonie-
rungsvektor pCR-Script ligiert, dieser lag bereits mit glatten Enden und geschnitten in der

AG Scheller vor (Abb. 9A).

A
Vektor insert SOE-PCR: 1240 bp
SnaBl
2872 bp 5 .
3 T 5
IL-23R-gp130-642-813 Notl
pCR-Script
(bereits geschnitten)
Ligation
SnaBl
4112bp
7/~ Notl
pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813
B

M1 K 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M2 bp

- 5000

- 2000
- - o e ) - - - - - — - 1500

- 300

Abb. 9: Identifikation positiver Kolonien nach colony-PCR von pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813. (A)
Schematische Ubersicht der Generierung des Plasmids pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813. Mittels SOE-PCR
wurde das insert generiert und anschlieend in einen pCR-Script Vektor ligiert. Der Vektor lag bereits ge-
schnitten in der AG Scheller vor. Die Fragmentgrofen (bp) sind angegeben und die Schnittstellen Notl und
SnaBI im insert in rot markiert. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Nach Transformation
des ligierten Plasmids pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813 in kompetente E. coli wurde eine colony-PCR und
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Positive Klone (gelb markiert) hatten dabei eine Fragmentlédnge von
1484 bp. Als Negativkontrolle (K) fungierte H20. Marker M1 GeneRuler™ 1kb DNA ladder und M2 Ge-
neRuler™ Express ladder wurden zum Vergleich der Fragmentlingen aufgetragen.

Zur Identifikation putativ positiver Klone wurde nach Transformation des ligierten Plasmids
in kompetente E. coli Zellen eine colony-PCR mit FP pCR-Script fwd1 (DF38) und RP pCR-
Script revl (DF39) durchgefiihrt (Abb. 9B). Eindeutig positiv waren Klone mit einer Frag-
mentldnge von 1484 bp, demzufolge Klone 1, 3-5, 7-12 sowie 14-16. Als Negativkontrolle
(K) bei der PCR fungierte H,O. Zur weiteren Kontrolle der positiven Kolonien 8-11 wurde
eine Plasmid-DNA Mini-Préparation sowie Midi-Préparation der Klone 8 und 11 und eine

Restriktionsspaltung mit EcoRI durchgefiihrt (Abb. 10). Als Negativkontrolle (K) diente das
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ungeschnittene Plasmid pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813. Zur vollstdndigen Kontrolle
wurde aullerdem eine Sequenzierung der Plasmide veranlasst. Die Sequenz war nach Ver-

gleich wie erwartet.

A B
pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813 pCR-Script-1L-23R-gp130-642-813

bp M1 K 8 K 9 K 10 K 11 M2 bp bp M1 K 8 K 11 M2  bp

3000 -

750 1000 -
750 -

Abb. 10: Restriktionsspaltung pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813. (A) Restriktionsspaltung des Plasmids
pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813 mit EcoRI nach Mini-Préparation. Die Klone #8-11 wurden vorher mittels
colony-PCR selektiert. Erwartete FragmentgroBen (bp): 813 bp und 3299 bp. Zusitzlich wurde als Kontrolle
K das ungeschnittene Plasmid (4112 bp) sowie Marker M1 GeneRuler™ 1kb DNA ladder und M2 GeneRuler™
Express ladder zam Vergleich aufgetragen. (B) Restriktionsspaltung mit EcoRI der Klone 8 und 11 nach Plas-
mid-DNA Midi-Préparation. Die erwarteten FragmentgroBen blieben dabei gleich wie nach Mini-Préparation.

Weiterfithrend wurde das insert 1L-23R-gp130-642-813 in einen p409-Expressionsvektor
kloniert, um die vollstdndige Rezeptorvariante zu erzeugen (Abb. 11A). Das Plasmid sowie
p409-IL-23R (9766 bp) wurden durch eine enzymatische Restriktionsspaltung mit SnaBI
linearisiert. Nach Kontrolle in einem Agarosegel wurde die DNA mittels PCR clean-up Kit
gereinigt, die Konzentration bestimmt und erneut in einem Agarosegel kontrolliert. Die li-
nearisierten Plasmide wurden anschlieBend mit Notl geschnitten, der entstandene Vektor
p409 zudem dephosphoryliert. Durch eine Gelextraktion wurde das generierte insert
IL-23R-gp130-642-813 (1217 bp) und der Vektor (8747 bp) isoliert und in einem Agarose-
gel kontrolliert. Vektor und insert wurden in einem weiteren Schritt ligiert und in kompe-
tente E. coli Zellen transformiert. Die darauffolgende colony-PCR wurde mit FP SOE-
gp130-813-FP (DF801) und RP c-myc pR1 (DF46) fiir p409-1L-23R-gp130-642-813
(9964 bp) durchgefiihrt. Durch eine Agarosegelelektrophorese wurden putativ positive
Klone anhand eines 487 bp DNA-Fragmentes identifiziert. Zur Kontrolle des Plasmids
wurde nach Plasmid-DNA Mini- und Midi-Préparation ein Restriktionsspaltung mit Kpnl
und HindIII angesetzt. Als Negativkontrolle K diente dabei die ungeschnittene Plasmid-
DNA (Abb. 11B). AnschlieBend wurde eine Sequenzierung der Plasmid-DNA veranlasst.

Die Sequenz war nach Vergleich wie erwartet.
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Abb. 11: Klonierung der chimiren Rezeptorvarianten IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-gp130-
WLYEDIPN in den eukaryotischen Expressionsvektor p409. (A) Schematische Ubersicht der Klonierung
von IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-gp130-WLYEDIPN in den Expressionsvektor p409. Sowohl die Aus-
gangsplasmide, pCR-Script-IL-23R-gp130-642-813 und pCR-Script-IL-23R-gp130-WLYEDIPN, als auch der
Vektor p409-IL-23R, wurden zunédchst mit SnaBI und Notl geschnitten. Die Schnittstellen sind als schwarze
Linien dargestellt. Der Vektor wurde weiterfithrend dephosphoryliert. AnschlieBend wurden insert und p409-
Vektor ligiert. Das insert ist in rot markiert. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Restrikti-
onsspaltung nach Plasmid-DNA Midi-Préparation des klonierten Plasmids p409-IL-23R-gp130-642-813 mit
Kpnl (1) und HindIII (2). Jeweils zwei Klone wurden analysiert. Erwartete FragmentgroBen (bp): (1) 5438 bp,
3518 bp, 882 bp, (2) 8662 bp, 1302 bp. Zusétzlich wurde als Kontrolle K das ungeschnittene Plasmid (9964 bp),
sowie Marker M1 GeneRuler™ kb DNA ladder zum Vergleich der FragmentgroBen aufgetragen. (C) Rest-
riktionsspaltung nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von p409-IL-23R-gp130-WLYEDIPN mit EcoRI (1),
EcoRYV (2) und AfllI+Notl (3). Zwei Klone wurden analysiert. Erwartete Fragmentgréfen (bp): (1) 5150 bp,
2436 bp, 1089bp, 1008bp, 155 bp; (2) 6710 bp, 2358bp, 770 bp; (3) 7658 bp, 1975 bp, 205 bp. Zudem wurde
als Kontrolle K das ungeschnittene Plasmid (9838 bp) aufgetragen.
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Die Rezeptorvariante IL-23R-gp130-WLYEDIPN wurde analog der Klonierung von p409-
IL-23R-gp130-642-813 hergestellt. Fiir die Generierung von pCR-Script-IL-23R-
gp130-WLYEDIPN wurde das template p409-1L-23R-gp130, FP hIL-23R-SnaBI (DF479),
RP WLYEDIPN-RP (DF814) sowie FP WLYEDIPN-FP (DF813) und RP gp130-Not-rev
(DF249) eingesetzt. Die entstandenen Fragmente (A) (642 bp) und (B) (496 bp) wurden mit
FP hIL-23R-SnaBI (DF479) bzw. RP gpl130-Not-rev (DF249) zu IL-23R-gp130-
WLYEDIPN (1115 bp) fusioniert und in einen pCR-Script Vektor eingefiigt. Dieser lag be-
reits geschnitten in der AG Scheller vor. Die colony-PCR des Ligationsprodukts pCR-Script-
IL-23R-gp130-WLYEDIPN (3988 bp) wurde mit FP pCR-Script fwd1(DF38) und RP pCR-
Script revl (DF39) durchgefiihrt. Putativ positive Klone hatten eine Fragmentldnge von
1360 bp Lénge. Nach Plasmid-DNA Mini- und Midi-Préparation erfolgte eine Restriktions-
spaltung mit BgIIIl. Die erwarteten Fragmentldngen betrugen 264 bp und 3724 bp. Weiter-
fiihrend wurden das Plasmid und p409-Vektor analog zu p409-1L-23R-gp130-642-813 line-
arisiert und der Vektor dephosphoryliert (Abb. 11A). Vektor (8747 bp) und insert (1091 bp)
wurden zu p409-1L-23R-gp130-WLYEDIPN (9838 bp) ligiert. Die colony-PCR erfolgte mit
FP WLYEDIPN-FP (DF813) und RP c-myc pR1 (DF46). Die erwartete Fragmentldnge be-
trug dabei 428 bp. Nach Plasmid-DNA Mini- und Midi-Préparation erfolgte eine Restrikti-
onsspaltung mit EcoRI, EcoRV, Aflll/ Notl sowie die Sequenzierung des Plasmids (Abb.

11C). Die Sequenz war nach Vergleich wie erwartet.
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Abb. 12: Testexpression der IL-23-gp130 Rezeptorvarianten in HEK293T-Zellen. (A) Zur Kontrolle der
Rezeptorexpression wurden HEK293T-Zellen transient mit den Plasmiden p409-1L-23R-gp130-642-765,
p409-1L-23R-gp130 und p409-IL-23R-gp130-642-813 transfiziert. Als Negativkontrolle wurde pEGFP, als
Positivkontrolle p409-IL-23R eingesetzt. Die Zellen wurden nach 48 h lysiert und mittels Western Blot analy-
siert. Zur Detektion wurden die Antikdrper a-myc und a-IL-23R verwendet. Das kalkulierte Molekulargewicht
(kDa) betragt fiir IL-23R: 71,71 kDa; IL-23R-gp130-642-765: 73,02 kDa; IL-23R-gp130: 73,84 kDa; IL-23R-
gp130-642-813: 78,39 kDa. *unspezifische Bande. (B) Testexpression von p409-IL-23R-gp130-WLYEDIPN
in HEK293T-Zellen. Als Negativkontrolle wurde pEGFP, als Positivkontrolle p409-IL-23R eingesetzt. Die
Detektion erfolgte mit den Antikorpern a-myc und a-IL-23R. Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) betrigt
fiir IL-23R: 71,71 kDa; IL-23R-gp130-WLYEDIPN: 73,96 kDa.
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Weiterhin wurden die klonierten Rezeptorvarianten IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-
gp130-WLYEDIPN in p409, sowie die bereits vorhandenen Plasmide p409-IL-23R (Wild-
typ, WT), p409-IL-23R-gp130 und p409-1L-23R-gp130-642-765 hinsichtlich ihrer Expres-
sion in HEK293T Zellen iiberpriift (Abb. 12). Hierfiir wurden HEK293T Zellen zunéchst
transient mit den Plasmiden transfiziert (siehe 2.3.3), bevor sie nach 48 h lysiert wurden
(siche 2.4.1) Anschlieend wurde eine SDS-PAGE und Western Blot durchgefiihrt (siche
2.4.5). Zur Visualisierung der Proteine wurden die Antikdrper a-myc sowie a-IL-23R ver-
wendet (siehe 2.1.2). Alle hier transfizierten Rezeptorvarianten weisen am C-Terminus ei-
nen myc fag auf. Die kalkulierten Molekulargewichte der Rezeptorvarianten betragen fiir
IL-23R: 71,71 kDa; IL-23R-gp130-642-765: 73,02 kDa; IL-23R-gp130: 73,84 kDa; IL-
23R-gp130-642-813: 78,39 kDa; IL-23R-gp130-WLYEDIPN: 73,96 kDa. Mit Ausnahme
von pEGFP sind bei allen Rezeptorvarianten deutliche Signale zu erkennen. pEGFP dient
dabei als Negativkontrolle.

3.1.1 Klonierung der IL-23R-gp130 Varianten in pMOWS-Vektoren

Um weiterfiihrende Stimulations- und Proliferationsanalysen durchfiihren zu kdnnen, muss-
ten die klonierten IL-23R-gp130 Varianten stabil in Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Zelllinien ein-
gebracht werden. Hierfiir wurden die Rezeptorvarianten in pMOWS-puro-Vektoren klo-
niert. Dabei lagen die Varianten pMOW S-puro-IL-23R-gp130-642-765 und pMOWS-puro-
IL-23R-gp130 sowie der geschnittene und dephosphorylierte pMOWS-puro-Vektor
(5782 bp) bereits in der AG Scheller vor. Die Ausgangsplasmide p409-1L-23R-gp130-642-
813 und p409-1L-23R-gp130-WLYEDIPN wurden dagegen zunédchst mit Pmel geschnitten
(Abb. 13A). Die Plasmide besitzen jeweils zwei Schnittstellen fiir Pmel, sodass die cDNA
fiir die entsprechenden Rezeptorvarianten als insert aus dem p409-Vektor herausgeschnitten
wurde. Anschlieend wurden die inserts IL-23R-gp130-642-813 (2253 bp) und IL-23R-
gp130-WLYEDIPN (2127 bp) durch eine Gelextraktion nach Agarosegelelektrophorese iso-
liert. Nach Reinigung erfolgte die Messung und Kontrolle der DNA im Agarosegel.
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Abb. 13: Klonierung der chimiren Rezeptorvarianten IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-gp130-
WLYEDIPN in den retroviralen Vektor pMOWS-puro. (A) Schematische Ubersicht der Klonierung von
pMOWS-puro-IL-23R-gp130-642-813 und pMOWS-puro-IL-23R-gp130-WLYEDIPN. Der pMOWS-puro-
Vektor lag bereits mit Pmel geschnitten und dephosphoryliert in der AG Scheller vor. Die Ausgangsplasmide
p409-1L-23R-gp130-642-813 und p409-IL-23R-gp130-WLYEDIPN wurden mit Pmel geschnitten, die
Schnittstellen sind als schwarze Linien dargestellt. AnschlieBend wurden insert und pMOWS-puro-Vektor li-
giert. Das insert ist in rot markiert. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Restriktionsspaltung
nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von pMOWS-puro-IL-23R-gp130-642-813 mit HindIII (1), EcoRI (2),
EcoRV (3). Zwei Klone wurden analysiert. Erwartete Fragmentgrofen (bp): (1) 4768 bp, 2257 bp, 1010 bp;
(2) 6590 bp, 813 bp, 402 bp, 155 bp, 41 bp, 34 bp; (3) 3787 bp, 2502 bp, 1671 bp, 75 bp. Als Kontrolle K
wurde das ungeschnitte Plasmid (8035 bp) sowie Marker M1 GeneRuler™ 1kb DNA ladder zum Vergleich der
Fragmentgrofen aufgetragen. (C) Restriktionsspaltung nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von pMOWS-
puro-IL-23R-gp130-WLYEDIPN mit EcoRI (1), EcoRV (2) und HindIII (3). Erwartete Fragmentgrofen (bp):
(1) 6590 bp, 1089 bp, 155 bp, 41 bp, 34 bp, (2) 3661 bp, 2502 bp, 1671 bp, 75 bp und (3) 4768 bp, 2131 bp,
1010 bp. Als Kontrolle K wurde das ungeschnittene Plasmid (7909 bp), sowie der Marker M1 GeneRuler™
1kb DNA ladder zum Vergleich der Fragmentgrofen aufgetragen.
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Weiterfiihrend wurden die inserts in pMOWS-puro-Vektoren ligiert und in kompetente
E coli Zellen transformiert. Ebenso wurde eine colony-PCR zur Identifikation putativ posi-
tiver Klone mit RP 3’pMOWS (DF86) und FP hIL-23R-SnaBI-FP (DF479) fiir beide Re-
zeptorvarianten durchgefiihrt. Die erwarteten Fragmentlingen betrugen dabei 1424 bp
(pMOWS-puro-IL-23R-gp130-WLYEDIPN) und 1550 bp (pMOWS-puro-IL-23R-gp130-
642-813). Die Daten sind hier nicht gezeigt. AnschlieBend erfolgte eine Plasmid-DNA Mini-
und Midi-Préparation sowie Restriktionsspaltung mit EcoRI, EcoRV und HindlIII, sowie
eine Sequenzierung der finalen Plasmide (Abb. 13B, 13C). Die Sequenzen waren nach Ver-
gleich wie erwartet. Um zu differenzieren, ob Y767 des gp130 einen Einfluss auf die STAT3
Konzentration und Suppression durch SOCS3 hat, wurde das Tyrosin in der zuvor klonierten
Rezeptorvariante IL-23R-gp130-642-813 zusitzlich zu Phenylalanin mutiert. Hierbei ist zu
beachten, dass sich die Position des Tyrosins durch die Fusion mit dem IL-23R nun an Po-
sition 502 befindet. Die Mutation wurde nur in dieser Rezeptorvariante durchgefiihrt, da die
Rezeptorvarianten IL-23R-gp130 und IL-23R-gp130-WLYEDIPN die vollstindige Signal-
kaskade von gp130 abbilden sollten. Zudem war das Tyrosin aufgrund der Lange des gp130-
Anteils in der Variante IL-23R-gp130-642-765 grundsétzlich nicht vorhanden. Die Mutation
wurde mittels SDM-PCR in das pMOWS-puro-IL-23R-gp130-642-813 Plasmid eingefiihrt.
Als FP wurde Y502F P1 (DF819), als RP Y502F P2 (DF820) eingesetzt. Anschlieend
wurde die DNA mit dem PCR clean-up Kit gereinigt, mit Dpnl enzymatisch gespalten und
in kompetente E. coli Zellen transformiert. Es folgte eine Isolation der Plasmid-DNA, sowie
eine Restriktionsspaltung mit HindIIl (Abb. 14). Zur vollstindigen Kontrolle wurde eine

Sequenzierung durchgefiihrt. Die Sequenz war nach Vergleich wie erwartet.
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Abb. 14: Restriktionsspaltung des Plasmids pMOWS-puro-IL-23R-gp130-642-813 Y502F. Nach SDM
wurde eine Plasmid-DNA-Isolation und anschlieend eine Restriktionsspaltung mit HindIII durchgefiihrt. Drei
Klone wurden analysiert. Erwartete Fragmentgrofen (bp): 4768 bp, 2275 bp, 1010 bp. Zudem wurde als Kon-
trolle K das ungeschnittene Plasmid (8035 bp), sowie Marker M2 GeneRuler™ Express ladder zum Vergleich
der Fragmentgroflen aufgetragen.
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3.1.2 Expression der Rezeptorvarianten in Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Zelllinien

Nachdem alle fiinf IL-23R-gp130 Rezeptorvarianten in pMOWS-Vektoren vorlagen, konn-
ten diese fiir weiterfiihrende Analysen stabil in Ba/F3-gp130-IL-12R31 Zelllinien transdu-
ziert werden. Daflir wurden die Plasmide zunichst in die Verpackungszelllinie Phonix-ECO
transfiziert (Abb. 15A). Nach 72 h wurde der Uberstand der Phonix-ECO Zellen fiir die
retrovirale Transduktion zu den Ba/F3-gp130-IL-12Rf31 Zellen gegeben. Nach Zentrifuga-
tion wurden die Zellen mit HIL-6 kultiviert. Ba/F3-gp130 Zellen proliferieren durch Zugabe
von HIL-6, einem Fusionsprotein aus IL-6 und sIL-6R, das IL-6 trans-signaling induziert
[141]. Nach Transduktion der Ba/F3-gp130 Zellen mit den cDNAs fiir IL-12RB1 sowie
IL-23R proliferieren die Zellen aulerdem durch Zugabe von HIL-23. Auch HIL-23 ist ein
Fusionsprotein, bestehend aus den IL-23 Untereinheiten p19 und p40. Diese werden analog

zum HIL-6 mit einem Peptidlinker verbunden [43].

A
Antibiotika 2 _
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pMOWS-Vektor Viruspartikeln l e e e e
oo * W
e - e g, —>
Q ' * [
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IL-23R

Abb. 15: Generierung stabiler Ba/F3-Zelllinien mittels retroviraler Transduktion. (A) Zur Generierung
stabiler Ba/F3-Zelllinien wurden retrovirale pMOWS-Vektoren eingesetzt. Die pMOWS-Plasmide wurden zu-
néchst in Phoenix-ECO Zellen transfiziert. Der Zelliiberstand wurde anschlieend zur Transduktion der Plas-
mide in Ba/F3-Zellen genutzt. Nach Antibiotikaselektion der transduzierten Ba/F3-Zellen wurden diese hin-
sichtlich ihrer Oberflichenexpression und ihres Wachstumsverhaltens iiberpriift. (B) Herstellung stabiler
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R Zelllinien. Ba/F3-gp130 Zellen lagen bereits in der AG Scheller vor. Durch
retrovirale Transduktion wurde zundchst die cDNA fiir IL-12Rf1 in die Ba/F3-Zellen eingebracht. Anschlie-
Bend wurde auBerdem die cDNA fiir IL-23R mittels retroviraler Transduktion eingebracht. Die Abbildungen
wurden erstellt mit BioRender.com.
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Die retroviral transduzierten Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Zellen wurden fiir 48 h inkubiert, be-
vor die Zellen durch Zugabe von Antibiotika selektiert wurden. Dabei wurde Puromycin als
auch Hygromycin B verwendet. Die transduzierten IL-23 Rezeptorvarianten besitzen eine
Puromycinresistenz durch Verwendung eines pMOWS-puro Vektors. Der IL-12RB1 zeigt
dagegen eine Hygromycin B-Resistenz, da hier ein pMOWS-hygro Vektor eingesetzt wurde.
Dementsprechend sollten die Ba/F3-gp130-IL-12R1 Zelllinien bei korrekter Expression
der bereits bestehenden Rezeptoren sowie transduzierter Rezeptorvarianten trotz Antibio-
tikagabe weiterhin proliferieren. Nach Antibiotikaselektion und Passage der Zellen tiber 2-3
Wochen wurde die Rezeptorexpression mittels Durchflusszytometrie tiberpriift (Abb. 16).
Zur Detektion des bereits etablierten Rezeptors IL-12RB1 wurde der Antikorper
a-IL-12RB1-PE (Abb. 16A), zur Detektion der Rezeptorvarianten der Antikorper
a-IL-23R-bio (Abb. 16B) eingesetzt. Als Positivkontrolle dienten dabei jeweils Ba/F3-
gp130-IL-12RB1 Zellen mit Expression des IL-23R, die in der AG Scheller kontrolliert und
stetig passagiert wurden. Das grau hinterlegte Histogramm zeigt Ba/F3-gp130 Zellen, die
weder den IL-12RB1 noch den IL-23R exprimieren und als Negativkontrolle dienen. Eine
Verschiebung der Histogramme davon ausgehend nach rechts verdeutlicht die Expression
von IL-12R1 als auch von IL-23R bzw. den IL-23R-gp130 Varianten in den Ba/F3-gp130
Zellen. Alle hierbei untersuchten Ba/F3-gp130-IL-12R1 Zelllinien zeigen somit eine Ex-
pression sowohl von IL-12Rf31 als auch von IL-23R- bzw. den IL-23R-gp130 Varianten,
wobei die Rezeptorvarianten IL-23R-gp130 und IL-23R-gp130-642-813 im Vergleich zu
den anderen Zelllinien nur eine geringe Verschiebung bei der Detektion des IL-23R zeigen
und somit eine geringere Oberfldchenexpression aufweisen (Abb. 16B). Die Durchflusszy-
tometrie der Zelllinie Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R-gp130 und Detektion des IL-23R
wurde von PD Dr. Doreen M. Floss wiederholt und bestétigt die Expression der Rezeptor-

variante (siche erginzende Abb. 7).
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Abb. 16: Analyse der Oberfléiichenexpression von IL-23-gp130-Rezeptorvarianten in stabilen Ba/F3-
gp130-IL-12RP1 Zellen. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Oberflachenexpression der 1L-23-gp130-
Rezeptorvarianten in Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Zellen iiberpriift. Die Y-Achse der Histogramme zeigt die Zel-
lanzahl, die X-Achse ist ein MaB fiir die Fluoreszenzintensitit und zeigt somit die Oberflachenexpression des
jeweiligen Rezeptors. (A) Detektion von IL-12Rf31. Die grau hinterlegte Kurve reprasentiert Ba/F3-gp130 Zel-
len (Negativkontrolle), das weifle Histogramm zeigt Ba/F3-gp130 Zellen mit Expression von IL-12Rp1. Als
Antikdrper wurde a-IL-12RB1-PE verwendet. (B) Detektion der IL-23R Expression mittels a-IL-23R-bio und
sekunddrer Zugabe von Streptavidin-APC. Ba/F3-gp130 Zellen (graue Kurve) wurden als Negativkontrolle,
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R Zellen als Positivkontrolle verwendet. Das weile Histogramm zeigt Ba/F3-
gp130-IL-12RPB1 Zellen mit IL-23-Rezeptorvarianten.
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3.1.3 Funktionelle Charakterisierung der erzeugten Ba/F3-Zelllinien

Weiterhin wurden die Zellen hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens und intrazelluldrer
Signaltransduktion liberpriift (Abb. 17). Zur Analyse des Proliferationsverhaltens wurden
die Zellen 72 h ohne Zytokin, mit 0,2% HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 und 1 pg/ml HIL-23 kulti-
viert (siehe 2.3.6). Ba/F3-gp130 Zellen proliferieren durch Zugabe von HIL-6, einem Fusi-
onsprotein aus IL-6 und sIL-6R, das IL-6 trans-signaling induziert [141]. Nach Transduk-
tion der Ba/F3-gp130 Zellen mit den cDNAs fiir IL-12RB1 sowie IL-23R bzw. den IL-23R
Varianten proliferieren die Zellen auBerdem durch Zugabe von HIL-23. Auch HIL-23 ist ein
Fusionsprotein, bestehend aus den IL-23 Untereinheiten p19 und p40. Diese werden analog
zum HIL-6 mit einem Peptidlinker verbunden [43].

Als Negativkontrolle wurden Ba/F3-gp130 Zellen verwendet. Diese wachsen aus-
schlieBlich durch Zugabe von HIL-6. Ba/F3-gp130-IL-12R1-IL-23R Zellen aus der AG
Scheller wurden als Positivkontrolle genutzt. Trotz der geringen Oberflichenexpression von
IL-23R-gp130 und IL-23R-gp130-642-813 (Abb. 16B) zeigen beide Zelllinien eine Funkti-
onalitdt in der Proliferationsanalyse (Abb. 17A). Dies zeigt, dass die Rezeptorvarianten auf
den Ba/F3-gp130 Zellen exprimiert sein miissen. Auffillig bei Stimulation der Ba/F3-
gp130-IL-12RB1-IL-23R Zelllinie ist, dass die Proliferation mit steigender IL-23 Konzent-
ration abnimmt und bei Zugabe von 1 pg/ml HIL-23 kein Wachstum mehr vorhanden ist.
Dieses Phidnomen wurde in der Masterarbeit von Sofie Beier ndher analysiert, allerdings
konnte bisher keine genaue Ursache fiir dieses Verhalten identifiziert werden. Anders ver-
hélt es sich bei den IL-23R-gp130 Varianten. Hier sieht man auch bei einer Stimulation mit
1 pg/ml HIL-23 eine stetige Proliferation. Eine Ausnahme stellen jedoch Zellen mit Expres-
sion der IL-23R-gp130-WLYEDIPN Rezeptorvariante dar. Diese dhneln dem Wachstums-
verhalten der Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R Zellen und proliferieren bei Zugabe von
1 pg/ml HIL-23 nicht mehr. Dies ist ein Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen hinsicht-
lich des Proliferationsverhaltens der Ba/F3-gp130 Zellen mit dem IL-23 Rezeptor. Da das
Hintergrundsignal der Proliferationsanalysen im Rahmen der Dissertation recht hoch war,

wurde sich in weiteren Analysen auf die STAT3 Aktivierung fokussiert.
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Abb. 17: Analyse des Wachstumsverhaltens und der STAT3 Aktivierung stabiler Ba/F3-gp130-IL-
12RpB1 Zelllinien mit IL-23-gp130 Rezeptorvarianten. (A) Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zelllinien mit Expres-
sion der IL-23-gp130 Rezeptorvarianten, sowie des IL-23R Wildtyps wurden hinsichtlich ihres Wachstums-
verhaltens in unterschiedlichen Konditionen untersucht. Als Negativkontrolle K wurden Ba/F3-gp130 Zellen
verwendet. Die Zellen wurden 72 h ohne Zytokin (weif3), mit 0,2 % HIL-6 (hellgrau), 10 ng/ml HIL-23 (grau)
und 1 pg/ml HIL-23 (dunkelgrau) kultiviert, bevor die Zellproliferation mittels CellTiter-Blue® am Fluorome-
ter gemessen wurde. n=3 (B) Analyse der STAT3 Aktivierung in stabilen Ba/F3-gp130-IL-12Rf31 Zelllinien
mit Expression der IL-23-gp130 Rezeptorvarianten in unterschiedlichen Konditionen. Ba/F3-gp130 Zellen
wurden als Negativkontrolle verwendet. Die Zellen wurden unstimuliert gelassen, sowie 30 min mit 0,2 %
HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 und 1 pg/ml HIL-23 inkubiert. Anschlie8end erfolgte die Lyse der Zellen und Western
Blot. Zur Detektion wurden die Antikorper a-STAT3 und a-pSTAT3 eingesetzt. Das kalkulierte Molekular-
gewicht (kDa) betrégt flir STAT3 und pSTAT3 80 kDa. n=2
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Zur Analyse der intrazelluldren Signaltransduktion wurden die Zellen zunéchst fiir 4 h ge-
starved, anschliefend wurden diese analog der Proliferationsanalyse stimuliert (siche 2.3.8).
Nach 30 min erfolgten die Ernte und Lyse der Zellen sowie Western Blot. Da insbesondere
der JAK/STAT-Weg bei der IL-6 sowie IL-23 Signaltransduktion relevant ist, lag der Fokus
auf der Analyse der STAT3 Aktivierung. Zur Detektion der intrazelluldren Signalproteine
wurden deshalb die Antikdrper a-STAT3 und a-pSTAT3 eingesetzt (Abb. 17B). Das kal-
kulierte Molekulargewicht betrdgt fiir STAT3 und pSTAT3 80 kDa. Eine Proteinbande bei
a-pSTAT3 signalisiert eine Aktivierung von STAT3, dabei ist die Aktivitdt umso hoher, je
dunkler die Bande sich darstellt. Auch hier wurden Ba/F3-gp130 Zellen als Negativkontrolle
genutzt, eine Aktivierung von STAT3 ist dementsprechend nur nach Stimulation mit HIL-6
sichtbar. Alle anderen Zelllinien zeigen eine Aktivierung von STAT3 in allen stimulierten

Konditionen mit HIL-23 (Abb. 17B).

3.1.4 Chimire IL-23R-gp130 Varianten induzieren SOCS Suppression

Nachdem alle IL-23R-gp130 Rezeptorvarianten stabil in Ba/F3-gp130-IL-12R1 Zelllinien
etabliert und hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens und intrazelluldrer Signaltransduk-
tion untersucht worden waren, folgten weiterfithrende Stimulationsanalysen. Der Fokus lag
dabei auf der STAT3 Aktivierung und mdglicher Suppression durch SOCS3. Die Ba/F3-
gp130-IL-12RB1-IL-23R Zellen bzw. mit -IL23R-gp130 Varianten wurden hierfiir zunichst
fiir 4 h in Serum-freien Medium inkubiert und anschlieBend mit 10 ng/ml HIL-6 bzw.
10 ng/ml HIL-23 stimuliert. Die Zellen wurden zum Zeitpunkt 0 (unstimuliert), nach 30 min
und anschlieBend stiindlich iiber einen Zeitraum von 5 h geerntet und lysiert. Mittels Wes-
tern Blot und Zugabe von a-SOCS3, ¢-STAT3 und a-pSTAT3 wurden die intrazelluldren
Signalproteine visualisiert. SOCS3 hat dabei ein kalkuliertes Molekulargewicht von 24,78
kDa in Ba/F3-Zellen, STAT3 und pSTAT3 80 kDa.

Bei Stimulation mit 10 ng/ml HIL-6 von Ba/F3-gp130-IL-12Rf1 Zellen mit Expression des
IL-23R WT ist eine steigende SOCS3 Expression und gleichzeitig abnehmende STAT3 Ak-
tivitdt nach 1 h zu erkennen (Abb. 18B). Eine Stimulation der Zellen mit HIL-6 ist auch ohne
Expression des IL-6R mittels trans-signaling tiber den gp130 Rezeptor moglich [107]. Nach
3 h nimmt auch SOCS3 wieder ab. Da eine Hemmung der STAT3 Aktivitit durch SOCS3
im IL-6 Signalweg als belegt gilt, dient eine Stimulation der weiteren Zellen mit HIL-6 als
Positivkontrolle. Nach Stimulation der Zellen mit 10 ng/ml HIL-23 ist SOCS3 nach etwa
2 h ebenso nachweisbar, allerdings bleibt die STAT3 Aktivierung unbeeinflusst. Dieser Ef-
fekt wurde bereits fiir murine als auch fiir synthetische IL-23R, beschrieben [81, 86].
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Abb. 18: Analyse der STAT3 Aktivierung und SOCS3 feedback-Hemmung nach Stimulation von Ba/F3-
gp130-IL-12RB1 Zellen mit Expression von IL-23R. (A) Schematische Ubersicht der Rezeptoren IL-23R
und gp130. Wichtige Tyrosine zur Signaltransduktion, Box-Motive, sowie Beginn und Ende der intrazelluldren
Doméne sind gekennzeichnet. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Stabile Ba/F3-gp130-IL-
12RB1 Zellen mit Expression des IL-23R wurden fiir 4 h in Serum-freien Medium inkubiert, anschlieend mit
10 ng/ml HIL-6 bzw. HIL-23 {iber einen Zeitraum von 5 h stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Western Blot
erfolgte die Detektion von SOCS3, STAT3 und pSTAT3 mittels Zugabe von Antikorpern. Das kalkulierte
Molekulargewicht (kDa) betrégt fiir SOCS3 in Ba/F3-Zellen 24,78 kDa, fiir STAT3 und pSTAT3 80 kDa. Ein
représentatives Ergebnis von n=3 ist abgebildet.

Anders verhilt es sich bei Stimulation von Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Zellen mit Expression
der Rezeptorvariante IL-23R-gp130 (Abb. 19B). Ein Anstieg der SOCS3 Expression nach
Stimulation mit HIL-23 ist nach 1 h zu detektieren. Dabei ist aufféllig, dass die STAT3 Ak-
tivitidt wie bei Stimulation mit HIL-6 nach 2 h abnimmt.

Bei Zellen mit Expression der Rezeptorvariante IL-23R-gp130-WLYEDIPN
wurde aufgrund des fehlenden SOCS3-Motivs erwartet, dass eine Hemmung durch SOCS3
nicht mehr stattfinden wiirde. Diesbeziiglich konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit keine
eindeutige Aussage getroffen werden, da in manchen Untersuchungen eine Abnahme der
STAT3 Aktivitdt zu beobachten war (Abb. 19C), in weiteren Stimulationen die Abnahme
jedoch nicht so deutlich erschien (Abb 19D). In fortfolgenden, inzwischen verdffentlichten
Analysen durch Leorina Kashtanjeva konnte jedoch bestétigt werden, dass eine Hemmung
von STAT3 durch SOCS3 in Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zellen mit Expression von IL-23R-
gp130-WLYEDIPN nicht stattfindet [145].
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Abb. 19: Analyse der STAT3 Aktivierung und SOCS3 feedback-Hemmung nach Stimulation von Ba/F3-
gp130-IL-12RP1 Zellen mit Expression von IL-23R-gp130 bzw. IL-23R-gp130-WLYEDIPN. (A) Sche-
matische Ubersicht der Rezeptorvarianten IL-23R-gp130 und IL-23R-gp130-WLYEDIPN. Intrazellulire Ty-
rosine zur Signaltransduktion, Beginn und Ende der intrazelluldren Doméne, sowie Box-Motive sind gekenn-
zeichnet. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Stimulation von Ba/F3-gp130-IL-12Rf31-IL-
23R-gp130 Zellen mit 10 ng/ml HIL-6 bzw. HIL-23 iiber einen Zeitraum von 5 h. Zuvor wurden die Zellen fiir
4 h in Serum-freien Medium inkubiert. Nach Lyse der Zellen und Western Blot erfolgte die Detektion von
SOCS3, STAT3 und pSTAT3 mittels Zugabe von Antikdrpern. Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) be-
tragt fiir SOCS3 in Ba/F3-Zellen 24,78 kDa, fiir STAT3 und pSTAT3 80 kDa. n=3 (C) Stimulation von Ba/F3-
gp130-IL-12RPB1-IL-23R-gp130-WLYEDIPN Zellen mit 10 ng/ml HIL-6 und HIL-23 iiber einen Zeitraum
von 5 h. n=3. (D) Stimulation von Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R-gp130-WLYEDIPN Zellen mit HIL-23
iiber einen Zeitraum von 5 h. n=3
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In Zellen mit Expression des IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-gp130-642-813 Y502F ist
dagegen eine Abnahme der STAT3 Aktivitdt nach Zunahme von SOCS3 zu erkennen
(Abb. 20). Dies wurde in weiteren Arbeiten der AG Scheller validiert [ 145].
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Abb. 20: Analyse der STAT3 Aktivierung und SOCS3 feedback-Hemmung nach Stimulation von Ba/F3-
gp130-IL-12RP1 Zellen mit Expression von IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-gp130-642-813 Y502F.
(A) Schematische Ubersicht der Rezeptorvarianten IL-23R-gp130-642-813 und IL-23R-gp130-642-813
Y502F. Wichtige Tyrosine zur Signaltransduktion, Box-Motive, sowie Beginn und Ende der intrazelluldren
Domine sind gekennzeichnet. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Stimulation von Ba/F3-
gp130-IL-12RPB1-IL-23R-gp130-642-813 Zellen mit 10 ng/ml HIL-6 bzw. HIL-23 {iber einen Zeitraum von
5 h. Zuvor wurden die Zellen fiir 4 h in Serum-freien Medium inkubiert. Nach Lyse der Zellen und Western
Blot erfolgte die Detektion von SOCS3, STAT3 und pSTAT3 mittels Zugabe von Antikorpern. Das kalkulierte
Molekulargewicht (kDa) betrégt fiir SOCS3 in Ba/F3-Zellen 24,78 kDa, fiir STAT3 und pSTAT3 80 kDa. n=3
(O) Stimulation von Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R-gp130-642-813 Y502F Zellen mit 10 ng/ml HIL-6 und
HIL-23 {iber einen Zeitraum von 5 h. n=3
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Gleiches gilt auch, wenn der gp130 Anteil im IL-23R noch kiirzer wird. Die Phosphorylie-
rung von STAT3 scheint bei zunehmender SOCS3 Konzentration nach Stimulation von
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R-gp130-642-765 Zellen mit HIL-23  abzunehmen
(Abb. 21B). Die Supprimierung von STAT3 nach Stimulation mit HIL-6 war in diesen Zell-
linien hingegen nicht so offensichtlich, konnte aber in nachfolgenden Analysen von Leorina

Kashtanjeva deutlich nachgewiesen werden [145].
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Abb. 21: Analyse der STAT3 Aktivierung und SOCS3 feedback-Hemmung nach Stimulation von Ba/F3-
gp130-IL-12RB1 Zellen mit Expression von IL-23R-gp130-642-765. (A) Schematische Ubersicht der Re-
zeptorvariante IL-23R-gp130-642-765. Beginn und Ende der intrazelluliren Doméne, wichtige Tyrosine zur
Signaltransduktion und Box-Motive sind gekennzeichnet. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com.
(B) Stabile Ba/F3-gp130-IL-12Rf31 Zellen mit Expression der Rezeptorvariante IL-23R-gp130-642-765 wur-
den fiir 4 h in Serum-freien Medium inkubiert, anschlieBend mit 10 ng/ml HIL-6 bzw. HIL-23 iiber einen
Zeitraum von 5 h stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Western Blot erfolgte die Detektion von SOCS3, STAT3
und pSTAT3 mittels Zugabe von Antikorpern. Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) betrégt fiir SOCS3 in
Ba/F3-Zellen 24,78 kDa, fiir STAT3 und pSTAT3 80 kDa. n=3

35 -

3.2 Chimire IL-23 Rezeptorvarianten mit SOCS3 Bindemotiven

Fiir eine tiefergehende Analyse und Charakterisierung der Sequenzmotive zur SOCS3 Inter-
aktion wurden neben den IL-23R-gp130 Varianten sechs weitere chimire Rezeptoren klo-
niert, wobei fiinf Rezeptoren bereits in der AG Scheller vorlagen (Abb. 22). AusschlieBlich
die Rezeptorvariante IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C) wurde im Rahmen dieser
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Arbeit kloniert. Fiir alle chimdren Rezeptorvarianten diente auch hier gp130 und insbeson-
dere das SOCS3 Bindemotiv des gp130 ,,VQYSTVVH* als Vorlage. Neben dem Tyrosin
scheinen die Valine an Position Y-2, +3 und +4 eine wichtige Rolle fiir die Bindung von
SOCS3 zu spielen [112, 116]. Um zu untersuchen, ob Valine auch ausschlaggebend fiir eine
SOCS3 Interaktion im IL-23R sind, wurden deshalb zunichst einzelne Aminosiuren zu Va-
line verdndert. Im IL-23R liegt das Tyrosin, das Y759 im gp130 aufgrund der Bindung von
SHP2 am dhnlichsten ist, an Position 397. In der Rezeptorvariante IL-23R W395V wurde
die Aminosdure W395 (Y-2) zu einem Valin mutiert. Weiterfiihrend wurde eine [L-23R-VV
und IL-23R-VVV Variante kloniert. Bei [L-23R-VV wurde Isoleucin und Prolin an Positi-
onen 400 und 401 zu Valinen mutiert, bei IL-23R-VVV wurden alle drei Mutationen einge-
fithrt (W395V, 1400V, P401V). In den drei weiteren Varianten wurde dagegen das vollstan-
dige SOCS3 Bindemotiv des gp130 verwendet. ,,VQYSTVVH* ersetzt im IL-23R-SOCS-A
die ,,WLYEDIPN“-Sequenz um Y397. Da im IL-23R allerdings nur 18 Aminosiuren zwi-
schen TMD und W395 liegen und im gp130 115 Aminosduren zwischen TMD und V757,
wurde das ,,VQYSTVVH"“-Motiv in der Variante IL-23R-SOCS-B nach C-terminal verla-
gert. Es liegt hier um Y476 (474-481) des IL-23R. In IL-23R-SOCS3-gp130-750-764
(SOCS-C) wurde ,,STASTVEYSTVVHS* um Y476 gesetzt. ,, VEYSTVVH® ist das SOCS3
Bindemotiv des murinen gp130 Rezeptors und unterscheidet sich somit nur in einer Amino-
sdure (Q -> E) zum humanen gp130 Rezeptor [34]. Bis auf IL-23R-SOCS-C lagen alle Re-
zeptorvarianten bereits in pMOWS-puro-Vektoren in der AG Scheller vor (Doreen M. Floss,

Dissertation Franz Christian Horstmeier [136]).

IL-23R WT ~.SLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDIPNMKNSNVVEMLOENSELMNNNSSEQVLYV 430
IL-23R W395V SLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKVLYEDIPNMKNSNVVEKMLQENSELMNNNSSEQVLYV 430
IL-23R I400V P401V ~.SLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDVVNMKNSNVVEMLOQENSELMNNNSSEQVLYV 430
IL-23R W395V 1400V P401V SLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKVLYEDVVNMKNSNVVEMLOENSELMNNNSSEQVLYV 430
IL-23R-VQYSTVVH-SOCS-A SLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKVQYSTVVHMKNSNVVEKMLOENSELMNNNSSEQVLYV 430
IL-23R-VQYSTVVH-SOCS-B ~.SLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDIPNMKNSNVVEMLOENSELMNNNSSEQVLYV 430
IL-23R-STASTVEYSTVVHSG-S0CS-C -.SLIGIFNRSFRTGIKRRILLLIPKWLYEDIPNMKNSNVVKMLQENSELMNNNSSEQVLYV 430
IL-23R WT DPMITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLFDNTTVVYIPDLNTGYKPQISN... 490
IL-23R W395V DPMITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPQNSLFDNTTVVYIPDLNTGEKPQISNW 490
IL-23R I400V P401V DEMITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLEDNTTVVYIPDLNTGYKPQISN.. 490
IL-23R W395V I400V P401V DEMITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLEDNTTVVYIPDLNTGYKPQISN.. 490
IL-23R-VQYSTVVH-SOCS-A DPMITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLEDNTTVVYIPDLNTGYKPQISN.. 490
IL-23R-VQYSTVVH-S0CS-B DPMITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPONSLFDNTTVQYSTVVHTGYKPQISN... 490
IL-23R-STASTVEYSTVVHSG-S0CS-C DPMITEIKEIFIPKHKPTDYKKENTGPLETRDYPQNSLSTASTVEYSTVVHSGEKPQISNW 490

Abb. 22: Gegeniiberstellung der Aminoséiureabfolge weiterer IL-23R Rezeptorvarianten. Dargestellt sind
die verschiedenen IL-23R Varianten im Bereich von S371 bis N490. Die Punkte davor und danach stellen
weitere Aminosduren dar. Dick schwarz markiert ist die Transmembrandomine (L356-F376), dick blau das
»WLYEDIPN“-Motiv um Y397 und gelb die in diesem Abschnitt vorhandenen Tyrosine. Die zusétzlich un-
terstrichenen Tyrosine Y397 und Y484 sind essenziell fiir die intrazelluldre Signaltransduktion. In rot sind die
im Vergleich zum Wildtyp IL-23R verénderten Aminoséuren dargestellt, dabei wurde das SOCS3 Bindemotiv
»VQYSTVVH" des humanen gp130 als Vorlage verwendet. Griin markiert ist dagegen das Bindemotiv des
murinen gp130.
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3.2.1 Klonierung von IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 Vektoren

Analog zur Klonierung der IL-23R-gp130 Varianten musste die IL-23R-SOCS3-gp130-
750-764 (SOCS-C) Variante zunichst aus vorliegenden Plasmiden mittels SOE-PCR herge-
stellt und in einen pCR-Script-Vektor ligiert werden. Als template (A) wurde dafiir p409-
IL-23R, als template (B) p409-IL-23R-SOCS-B verwendet und die PCR fiir (A) mit FP
hIL-23R-SnaBI (DF479) und RP SOCS-C-SOE-RP (DF822) sowie fiir (B) mit FP SOCS3-
C-SOE-FP (DF821) und RP hIL-23R-Not-rev (DF155) angesetzt (siche 2.2.11). Nach Rei-
nigung der PCR-Produkte (A): 570 bp und (B): 492 bp wurden diese in einer Fusions-PCR
mit FP hIL-23R-SnaBI (DF479) und RP hIL-23R-Not-rev (DF155) zu IL-23R-SOCS3-
gp130-750-764 (1042 bp) vereint. Anschliefend erfolgte die Ligation in pCR-Script. Der
Vektor lag bereits geschnitten in der AG Scheller vor. Das Plasmid wurde in kompetente E.
coli Zellen transformiert und eine colony-PCR mit pCR-Script fwd1l (DF38) und pCR-Script
revl (DF39) zur Identifikation putativ positiver Klone (Fragmentlédnge: 1287 bp) veranlasst.
Weiterhin wurde eine Restriktionsspaltung mit EcoRI (615 & 3300 bp) und Sequenzierung
durchgefiihrt. Dabei wurde die Mutation S482T festgestellt. Die Klonierung wurde trotz
Mutation fortgefiihrt und eine SDM nach Ligation in den pMOWS-puro-Vektor geplant.
Weiterfithrend wurde das IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 Fragment in den p409-Vektor
eingebracht, um die cDNA des vollstindigen Rezeptors zu erhalten (Abb. 23A). Dafiir wur-
den pCR-Script-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (3915 bp) und p409-IL-23R (9766 bp)
durch Zugabe von SnaBI linearisiert, anschlieend gereinigt. Die linearisierten Plasmide
wurden durch Notl enzymatisch gespalten und der somit entstandene Vektor p409 wurde
zusétzlich dephosphoryliert. Der Vektor (8747 bp) und insert IL-23R-SOCS3-gp130-750-
764 (1019 bp) wurden dann mittels Gelextraktion isoliert und zu p409-IL-23R-SOCS3-
gp130-750-764 (9766 bp) ligiert. Das Plasmid wurde in kompetente E. coli Zellen transfor-
miert und eine colony-PCR mit FP hIL-23R-EcoRV-FP2 (DF366) und RP SOCS3-C-RP
(DF822) durchgefiihrt. Die zu erwartende Fragmentldnge putativ positiver Klone betrug
1066 bp. Es folgte eine Plasmid-DNA-Isolation sowie Restriktionsspaltung mit HindlIII, E-
coRI, EcoRV und AfllI+Notl und Sequenzierung des Plasmids (Abb. 23B). Die Sequenz
war nach Vergleich wie erwartet. Die klonierte Rezeptorvariante p409-IL-23R-SOCS3-
gp130-750-764 S482T wurde zudem hinsichtlich ihrer Expression in HEK293T Zellen iiber-
priift (Abb. 23C). Neben des IL-23R tridgt der Rezeptor einen myc-fag, weshalb sowohl bei
Zugabe des Antikorpers a-IL-23R als auch bei c-myc ein deutliches Signal zu sehen ist.
Das kalkulierte Molekulargewicht betrdgt flir IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 S482T:
71,56 kDa. Als Negativkontrolle wurde der Vektor pEGFP verwendet.
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Abb. 23: Klonierung der chimiren Rezeptorvariante IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C) S482T.
(A) Schematische Ubersicht der Klonierung von p409-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C). Die Aus-
gangsplasmide pCR-Script-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 sowie p409-IL-23R wurden zunichst mit SnaBI
und Notl geschnitten. Die Schnittstellen sind als schwarze Linien dargestellt. Der p409-Vektor wurde weiter-
fiihrend dephosphoryliert. AnschlieBend wurden insert und p409-Vektor ligiert. Das insert ist in rot markiert.
Nach Sequenzierung des klonierten Plasmids wurde eine Punktmutation S482T festgestellt. Die Abbildung
wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Restriktionsspaltung nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von p409-
IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 S->T mit HindlIII (1), EcoRI (2), EcoRV (3) und AflII+NotlI (4). Zwei Klone
wurden analysiert. Erwartete Fragmentgrofen (bp): (1) 8464 bp, 1302 bp; (2) 5150 bp, 2436 bp, 1008 bp,
615 bp, 402 bp, 155 bp; (3) 6638 bp, 2358 bp, 770 bp; (4) 7658 bp, 1903 bp, 205 bp. Zudem wurde als Kontrolle
K das ungeschnittene Plasmid (9766 bp) sowie Marker M2 GeneRuler™ Express ladder zum Vergleich der
FragmentgroBen aufgetragen. (C). Zur Kontrolle der Rezeptorexpression wurden HEK293T-Zellen transient
mit zwei Klonen des Plasmids transfiziert. Als Negativkontrolle wurde pEGFP verwendet. Die Zellen wurden
nach 48 h lysiert und mittels Western Blot analysiert. Die Detektion erfolgte mit den Antikorpern a-myc und
a-IL-23R. Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) betragt fiir IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 S482T
71,56 kDa. Die dargestellten Banden stammen vom selben Blot. Nicht relevante Banden wurden aus der Ab-
bildung entfernt und durch eine Trennlinie markiert. Eine Darstellung des vollstdndigen Gels findet sich in der
erginzenden Abbildung 9.
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Um die Rezeptorvariante in Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Zellen etablieren zu kdnnen, wurde
diese weiterfithrend in einen pMOWS-puro-Vektor kloniert (Abb. 24A). Der pMOW SS-puro-
Vektor (5782 bp) lag bereits geschnitten und dephosphoryliert in der AG Scheller vor, das
insert wurde durch préparative Spaltung von p409-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 mit
Pmel generiert. Nach Reinigung des inserts (2055 bp) wurden insert und Vektor zu
pMOWS-puro-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (7837 bp) ligiert und in kompetente E. coli
Zellen transformiert. Die darauffolgende colony-PCR wurde mit FP hIL-23R-SnaBI-FP
(DF479) und RP 3’pMOWS (DF86) durchgefiihrt, die erwartete Linge der DNA betrug da-
bei 1352 bp. Es erfolgte aulerdem eine Plasmid-DNA-Isolation sowie Restriktionsspaltung
mit HindIII, EcoRI und EcoRV (Abb. 24B). Eine Sequenzierung zur weiteren Kontrolle der
DNA wurde veranlasst. Die Sequenzierung war nach Vergleich wie erwartet mit weiterhin
bestehender Mutation S482T. Bereits nach der ersten Sequenzierung fiel auf, dass ein ein-
zelner Basenaustausch S482T in der DNA des IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 Rezeptors
stattgefunden hatte. Nach Klonierung in den pMOWS-puro-Vektor wurde deshalb eine
SDM (siehe 2.2.11) mit FP HTG-HSG-P1 (DF826) und RP HTG-HSG-P2 (DF827) zur
Riickmutation von S482T durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das PCR Produkt gereinigt,
mit Dpnl enzymatisch gespalten und in kompetente E. coli Zellen transformiert. Es folgte
eine Plasmid-DNA-Mini-Préparation mit Kit und ein Restriktionsspaltung mit HindIII
(Abb. 24C). Zusitzlich wurde eine Sequenzierung veranlasst, bei der die Riickmutation zu

S482 bestitigt wurde.
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A
p409-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 S482T
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5782bp 9766 bp
Pmel
Pmel Restriktion Pmel Restriktion
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Abb. 24: Klonierung von pMOWS-puro-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C) S482T. (A) Schema-
tische Ubersicht der Klonierung von pMOWS-puro-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C) S482T. Der
pMOWS-puro-Vektor lag bereits mit Pmel geschnitten und dephosphoryliert in der AG Scheller vor. Das Aus-
gangsplasmid p409-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 S482T wurde mit Pmel geschnitten, die Schnittstellen
sind als schwarze Linien dargestellt. AnschlieBend wurden insert und pMOWS-puro-Vektor ligiert. Das insert
ist in rot markiert. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Restriktionsspaltung nach Plasmid-
DNA Midi-Préparation von pMOW S S-puro-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C) S482T mit EcoRV (1),
EcoRI (2) und HindIIl (3). Zwei Klone wurden analysiert. Erwartete FragmentgroBen (bp): (1) 3589 bp,
2502 bp, 1671 bp, 75 bp; (2) 6590 bp, 615 bp, 402 bp, 155 bp, 41 bp, 34 bp und (3) 4768 bp, 2059 bp, 1010 bp.
(C) Restriktionsspaltung nach Mini-Priparation von pMOWS-puro-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764
(SOCS-C) mit HindIII (1). Die nach Sequenzierung festgestellte Mutation S482T wurde mittels SDM riickmu-
tiert. Zwei Klone wurden analysiert. Erwarteten FragmentgroBen: 4768 bp, 2059 bp, 1010 bp. Zudem wurde
als Kontrolle K das ungeschnittene Plasmid (7837 bp) sowie Marker M2 GeneRuler™ Express ladder zum
Vergleich der Fragmentgrofen aufgetragen.
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3.2.2 Expression der Rezeptorvarianten in Ba/F3-gp130-IL-12Rp1 Zelllinien

Analog der IL-23R-gp130 Rezeptorvarianten wurden die pMOW S-puro-IL-23R-SOCS Va-
rianten  (IL-23R-SOCS-A, IL-23R-SOCS-B, IL-23R-SOCS-C, IL-23R W395V,
IL-23R-VV, IL-23R-VVV) fiir weiterfilhrende Analysen stabil in Ba/F3-gp130-IL-12Rf31-
Zelllinien transduziert. Die Rezeptorvariante IL-23R-SOCS-B wurde bereits im Rahmen der
Dissertation von Franz Christian Horstmeier untersucht [136]. Nach Antibiotikaselektion
mit Puromycin und Hygromycin B und Passage der Zellen tiber 2-3 Wochen wurde die Re-
zeptorexpression mittels Durchflusszytometrie liberpriift (Abb. 25). Auch hierbei wurde
a-IL-12RB1-PE zur Detektion des bereits etablierten Rezeptors IL-12R[1 (Abb. 25A) sowie
a-IL-23R zur Detektion der Rezeptorvarianten (Abb. 25B) eingesetzt. Ebenso dienten
Ba/F3-gp130-IL-12RP1 Zellen mit Expression des IL-23R als Positivkontrolle, Ba/F3-
gp130 Zellen (graue Kurve) als Negativkontrolle. Alle untersuchten Ba/F3-gp130-IL-12R31
Zelllinien zeigen entsprechend der Kurvenverschiebung im Histogramm eine Expression so-
wohl von IL-12R[31 als auch von IL-23R bzw. den IL-23R-SOCS Varianten. Ba/F3-gp130-
IL-12RB1 Zellen mit Expression von IL-23R-SOCS-A zeigten allerdings nur eine geringe
Verschiebung bei der Detektion des IL-23R (Abb. 25B), weshalb die Durchflusszytometrie
dieser Zelllinie und Detektion des IL-23R von PD Dr. Doreen M. Floss wiederholt und eine

Expression der Rezeptorvariante bestétigt wurde (siehe ergéinzende Abb. 8).
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Abb. 25: Analyse der Oberflichenexpression von IL-23-SOCS-Rezeptorvarianten in stabilen Ba/F3-
gp130-IL12RB1 Zellen. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Oberflachenexpression der IL-23-SOCS-Re-
zeptorvarianten in stabilen Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zellen iiberpriift. Die Y-Achse der Histogramme zeigt die
Zellanzahl, die X-Achse ist ein MaB fiir die Fluoreszenzintensitét und zeigt somit die Oberflichenexpression
des jeweiligen Rezeptors. (A) Detektion von IL-12Rf1. Die grau hinterlegte Kurve zeigt Ba/F3-gp130 Zellen
(negative Kontrolle), das weile Histogramm zeigt Ba/F3-gp130 Zellen mit Expression von IL-12RB1. Als
Antikorper wurde a-IL-12R1-PE verwendet. (B) Detektion der IL-23R Expression mittels at-IL-23R-bio und
sekunddrer Zugabe von Streptavidin-APC. Ba/F3-gp130 Zellen (graue Kurve) wurden als Negativkontrolle,
Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R Zellen als Positivkontrolle verwendet. Das weille Histogramm zeigt Ba/F3-
gp130-IL-12RPB1 Zellen mit IL-23-Rezeptorvarianten.
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Dariiber hinaus wurden die Zellen mit Expression der IL-23R-SOCS Varianten hinsichtlich
ihres Proliferationsverhaltens und intrazelluldrer Signaltransduktion analysiert (Abb. 26),
wobei Zellen mit Expression des IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C) im Rahmen
dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurden. Die Analysen der SOCS-C Rezeptorvariante
sowie die kinetischen Untersuchungen der IL-23R-SOCS Varianten analog der kinetischen
Untersuchungen der IL-23R-gp130 Varianten wurden folgend in der Dissertation von Leo-
rina Kashtanjeva durchgefiihrt. Die Daten sind inzwischen teils verdffentlicht [145].

Der Versuchsautbau der Proliferations- und Signaltransduktionsanalyse war iden-
tisch mit der Analyse der IL-23R-gp130 Varianten. Gleichermallen wurde eine fehlende
Proliferation der Zelllinie Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R bei Stimulation mit 1 pg/ml
HIL-23 beobachtet (Abb. 26A). Ausgehend von dieser Beobachtung ist auffillig, dass die
Verdnderung einer Aminosdure (W395V) keinen Unterschied, die Verdnderung zweier
Aminoséduren (I400V, P401V) dagegen einen deutlichen Unterschied im Wachstumsverhal-
ten auslost. Ba/F3-Zellen mit IL-23R-VV bzw. IL-23R-VVV proliferieren im Gegensatz
zum WT kaum bei Stimulation mit 10 ng/ml HIL-23, dafiir jedoch bei Stimulation mit
1 pg/ml HIL-23. In Zellen mit der IL-23R-SOCS-A Variante gab es sogar gar keine Prolife-
ration nach Stimulation mit HIL-23. Auch das Proliferationsverhalten der Zellen mit Ex-
pression von IL-23R-SOCS-B ist offensichtlich anders als bei Zellen mit Expression des
WT. Die Zellen proliferieren bei Stimulation sowohl mit 10 ng/ml als auch mit 1 pg/ml
HIL-23, wobei 1 pg/ml eine stirkere Proliferation ausldst.

Mit Ausnahme von BaF3/gp130-IL-12Rp1-IL-23R-SOCS-A zeigt sich in allen
Zelllinien eine STAT3 Aktivierung sehr deutlich bei 1 pg/ml HIL-23 (Abb. 26B). Die
STAT3 Aktivierung nach Stimulation mit 10 ng/ml HIL-23 scheint in allen Zelllinien etwas
geringer zu sein. Analog ihres Proliferationsverhaltens zeigen Zellen mit Expression von IL-
23R-SOCS-A keinerlei STAT3 Aktivitdt. Das Experiment wurde im Rahmen dieser Arbeit

nur einmal wiederholt und muss daher noch unabhéngig dessen bestitigt werden.
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Abb. 26: Analyse des Proliferationsverhaltens und der STAT3 Aktivierung stabiler Ba/F3-gp130-IL-
12RB1 Zelllinien mit IL-23-SOCS Rezeptorvarianten. (A) Ba/F3-gp130-IL-12R31 Zelllinien mit Expres-
sion der IL-23-SOCS Rezeptorvarianten wurden hinsichtlich ihres Proliferationsverhaltens untersucht. Als Ne-
gativkontrolle K wurden Ba/F3-gp130 Zellen verwendet. Die Zellen wurden 72 h ohne Zytokin (weif3), mit
0,2 % HIL-6 (hellgrau), 10 ng/ml HIL-23 (grau) und 1 pg/ml HIL-23 (dunkelgrau) kultiviert, bevor die Zell-
proliferation mittels CeliTiter-Blue® am Fluorometer gemessen wurde. n=3 (B) Analyse der STAT3 Aktivie-
rung in stabilen Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zelllinien mit Expression der IL-23-SOCS Rezeptorvarianten in un-
terschiedlichen Konditionen. Ba/F3-gp130 Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet. Die Zellen wurden
30 min stimuliert. Anschlie8end erfolgte die Analyse mittels Western Blot. Zur Detektion wurden die Antikor-
per a-STAT3 und a-pSTAT3 eingesetzt. Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) betrdgt fiir STAT3 und
pSTAT3 80 kDa. n=1
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3.3 Alternative IL-12Rp1 Rezeptorvariante mit SOCS3-Motiv

In weiteren Uberlegungen, wie eine SOCS3 Suppression im 1L-23 Signalweg induziert wer-
den konnte, wurde der Fokus auf den humanen IL-12R31 gerichtet. Dieser Rezeptor ist ne-
ben dem IL-23R in der Signaliibertragung von IL-23 essenziell, besitzt jedoch auBer der
Box-Motive zur Assoziation mit TYK2 keine intrazelluldren Tyrosine zur Interaktion mit
Signalproteinen. Dementsprechend wird hieriiber weder eine kanonische STAT3 Aktivie-
rung noch eine SOCS3 Hemmung vermittelt. Fraglich war also, ob eine SOCS3 Interaktion
und Hemmung der STAT3 Aktivierung durch Generierung einer chimédren IL-12RB1-gp130
Rezeptorvariante mdglich sei. Hierflir wurde der intrazelluldre Anteil ab Aminoséure 640
des humanen IL-12RB1 durch K709-Q813 des gp130 ersetzt (Abb. 27). Fiir weiterfithrende
Stimulations- und Proliferationsanalysen wurde der Rezeptor nach der Klonierung stabil in

Ba/F3-gp130 Zelllinien etabliert.
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Abb. 27: Schematische Ubersicht des TL-12RB1A640-gp130-709-813. (A) Schematische Ubersicht des chi-
miren Rezeptors. Anteile des IL-12RB1 sind in blau, des gp130 in griin dargestellt. Uber die Box 1 und Box 2
interagiert TYK2 mit IL-12Rf1. Innerhalb der gp130-Doméne finden sich zwei Tyrosine (Y), die zur Signal-
transduktion essenziell sind. Beginn und Ende der ICD sind gekennzeichnet. Die Abbildung wurde erstellt mit
BioRender.com. (B) Dargestellt sind die Aminosduresequenzen des IL-12R31 Wildtyp sowie der Rezeptorva-
riante IL-12RB1A640-gp130-709-813. Dick markiert ist die Transmembrandoméne, die Punkte davor zeigen
weitere nicht dargestellte Aminosduren an. Box 1 und Box 2 sind unterstrichen, der Anteil des gp130 Rezeptors
(K709-Q813) ist griin und das SOCS3 Bindemotiv rot markiert. Intrazelluldre Tyrosine sind gelb hinterlegt.
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3.3.1 Klonierung des IL-12RB1A640-gp130-709-813 Expressionsvektors

Analog zur Klonierung der anderen Rezeptorvarianten wurde zunéchst ein pCR-Script Plas-
mid kloniert. Als template (A) diente dabei p409-IL-12R1 (Doreen M. Floss), als template
(B) p409-1L23R-gp130-642-813. Fiir die PCR von (A) wurde FP hIL-12Rb1-Esp3I-F
(DF796) und RP 12Rb1-gp130-Q813-SOE-RP (DF825), fiir (B) wurde FP 12Rb1-gp130-
Q813-SOE-FP (DF824) und RP gp130-Q813-Not-RP (DF823) eingesetzt. Nach Gelextrak-
tion und Kontrolle der entstandenen Fragmente (A) (583 bp) und (B) (341 bp) im Agarosegel
erfolgte die Fusion von (A) und (B) zu IL-12RB1A640-gp130-709-813 (897 bp). Fiir die
Fusions-PCR wurden FP hIL12Rb1-Esp3I-F (DF796) und RP gp130-Q813-Not-RP
(DF823) verwendet. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt phosphoryliert, im Agarosegel
analysiert und isoliert und in den pCR-Script Vektor ligiert. Dieser lag bereits in der AG
Scheller vor. Der Transformation in kompetente E. coli Zellen folgte eine colony-PCR mit
FP pCR-Script fwdl (DF38) und RP pCR-Script revl (DF39), wobei die erwartete Frag-
mentldnge putativ positiver Kolonien 1139 bp betrug. Zur weiteren Kontrolle wurde nach
Isolation der Plasmid-DNA ein Restriktionsspaltung mit Xhol + Notl (340 bp, 3427 bp)
sowie eine Sequenzierung durchgefiihrt. Sie Sequenz war nach Vergleich wie erwartet.

Fiir die Expression des chiméren IL-12Rp1 erfolgte der Transfer in den p409-
IL-12RB1 Vektor (Abb. 28A). Zunichst wurden Vektor p409-IL-12RB1 (9865 bp) und pCR-
Script-IL-12R1A640-gp130-709-813 (3767 bp) mittels Notl linearisiert, gereinigt und an-
schlieBend mit Esp3I priparativ gespalten. Zusétzlich wurde der p409-Vektor dephosphory-
liert. Das somit generierte insert (875 bp) und der Vektor (9236 bp) wurden im Agarosegel
analysiert, extrahiert und miteinander ligiert. Das ligierte Plasmid p409-IL12-RB1A640-
gp130-709-813 (10111 bp) wurde in kompetente E. coli Zellen transformiert, anschlieend
fand eine colony-PCR mit FP hIL12Rb1-FP3 (DF352) und RP c-myc-pR1 (DF46) zur De-
tektion positiver Klone (Fragmentldnge 1107 bp) statt. Nach Isolation der Plasmid-DNA
wurde eine Restriktionsspaltung mit HindIII, EcoRI, EcoRV und AflII + Notl zur Kontrolle
des Plasmids durchgefiihrt (Abb. 28B).
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Abb. 28: Klonierung der chimiren Rezeptorvariante IL-12RB1A640-gp130-709-813. (A) Schematische
Ubersicht der Klonierung. Die Ausgangsplasmide p409-IL-12RB1 sowie pCR-Script-IL-12RB1A640-gp130-
709-813 wurden zunédchst mit Notl und Esp3I geschnitten. Die Schnittstellen sind als schwarze Linien darge-
stellt. Der p409-Vektor wurde weiterfiihrend dephosphoryliert. AnschlieBend wurden insert und p409-Vektor
ligiert. Das insert ist in rot markiert. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Restriktionsspal-
tung nach Plasmid-DNA Isolation von p409-1L-12R31A640-gp130-709-813 mit HindIII (1), EcoRI (2), E-
coRV (3) und AfllI+Notl (4). Zwei Klone wurden analysiert. Erwartete FragmentgroBen (bp): (1) 8809 bp,
1302 bp; (2) 5150 bp, 2214 bp, 1739 bp, 1008 bp; (3) 7186 bp, 2358 bp, 567 bp, (4) 7658 bp, 2248 bp, 205 bp.
Zudem wurde als Kontrolle K das ungeschnittene Plasmid (10111 bp) sowie Marker M1 GeneRuler™ 1kb
DNA ladder zum Vergleich der FragmentgroBen aufgetragen. (C) Testexpression zweier Klone von p409-I1L-
12RB1A640-gp130-709-813 in HEK293T Zellen. Nach Transformation und Inkubation der Zellen fiir 48 h
folgte die Lyse der Zellen, Western Blot und Detektion durch Zugabe von a-myc sowie a-IL-12RB1. Als
Negativkontrolle wurde pEGFP verwendet. Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) betrigt fiir
IL-12RPB1A640-gp130-709-813 82,16 kDa. Nicht relevante Banden wurden aus der Abbildung entfernt. Eine
Darstellung des vollstdndigen Gels findet sich in der ergidnzenden Abbildung 10.

73



Ergebnisse

Weiterhin wurde die klonierte Rezeptorvariante hinsichtlich ihrer Expression in HEK293T-
Zellen iiberpriift (Abb. 28C). Neben zwei Klonen des Plasmids wurde als Negativkontrolle
pEGFP transfiziert. Die Analyse erfolgte analog der zuvor klonierten Rezeptorvarianten mit-
tels Western Blot und anschlieBender Zugabe der Antikorper ci-myc sowie c-IL-12Rf31. Das
kalkulierte Molekulargewicht betrdgt fiir IL-12RB1A640-gp130-709-813 82,16 kDa. Mit
Ausnahme von pEGFP ist bei beiden Klonen des Plasmids eine deutliche Bande fiir das

Vorhandensein des chimdren Rezeptors zu erkennen.

3.3.2 Erzeugung stabiler Ba/F3-Zelllinien mit dem chiméren IL-12RB1

Nach Generierung der p409-Plasmide und deren erfolgreichen Expression nach transienter
Transfektion in HEK293T-Zellen wurde die Rezeptorvariante weiterfiihrend in pMOWS-
hygro kloniert (Abb. 29A). Der pMOWS-hygro-Vektor lag bereits geschnitten und dephos-
phoryliert in der AG Scheller vor. Die cDNA des Rezeptors musste dagegen zunichst aus
dem p409-Expressionsvektor isoliert werden. Hierflir wurde eine prédparative Spaltung mit
Pmel und eine Gelextraktion nach Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Die Lange der
isolierten DNA betrug dabei 2400 bp. AnschlieBend wurden Vektor und insert ligiert
(8549 bp), in kompetente E. coli Zellen transformiert und eine colony-PCR mit
FP hIL12Rb1-FP3 (DF352) und RP 3’ pMOWS (DF86) veranlasst. Putativ positive Kolo-
nien wiesen eine Fragmentldnge von 1342 bp auf. Zudem wurde eine Plasmid-DNA-Isola-

tion und Restriktionsspaltung mit HindIII, EcoRI und EcoRV durchgefiihrt (Abb. 29B).
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A
pMOWS-hygro p409-IL-12RB314640-gp130-709-813
Pmel Pmel
6149 bp
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Abb. 29: Klonierung von pMOWS-hygro-IL-12RB1A640-gp130-709-813. (A) Schematische Ubersicht der
Klonierung von pMOWS-hygro-IL-12R1A640-gp130-709-813. Der pMOWS-hygro-Vektor lag bereits mit
Pmel geschnitten und dephosphoryliert in der AG Scheller vor. Das Ausgangsplasmid p409-IL-12R[31A640-
gp130-709-813 wurde mit Pmel geschnitten, die Schnittstellen sind als schwarze Linien dargestellt. Anschlie-
Bend wurden insert und pMOWS-hygro-Vektor ligiert. Das insert ist in rot markiert. Die Abbildung wurde
erstellt mit BioRender.com. (B) Restriktionsspaltung nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von pMOWS-
hygro-IL-12R31A640-gp130-709-813 mit EcoRI (1), EcoRV (2) und HindIII (3). Erwartete Fragmentgrofien
(bp): (1) 5516 bp, 1739 bp, 1219 bp, 41 bp, 34 bp; (2) 4504 bp, 2502 bp, 1468 bp, 75 bp; (3) 5135 bp, 2404
bp, 1010 bp. Zudem wurde als Kontrolle K das ungeschnittene Plasmid (8549 bp) sowie Marker M2 Ge-
neRuler™ Express DNA ladder aufgetragen.
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Fiir weiterfiihrende Analysen musste die Rezeptorvariante stabil in Ba/F3-Zelllinien einge-
bracht werden. Hierfiir wurde pMOWS-hygro-IL12R31A640-gp130-709-813 in Ba/F3-
gp130, Ba/F3-gp130-IL-23R und Ba/F3-gp130-IL-12RB2 Zellen retroviral transduziert.
Ba/F3-gp130 Zelllinien mit Expression des IL-23R und IL-12Rf32 wurden bereits vorher in
der AG Scheller generiert und stetig passagiert. Nach Transduktion und Antibiotikaselektion
mit Hygromycin B und Puromycin iiber 2-3 Wochen wurde die Rezeptorexpression in den
transduzierten Zellen mittels Durchflusszytometrie iiberpriift (Abb. 30). Zur Detektion der
Rezeptorvariante wurde der Antikorper c-IL-12RB1-PE, zur Detektion der bereits etablier-
ten Rezeptoren a-IL-23R-bio und a-IL-12R[2 eingesetzt. Die grau hinterlegte Kurve repré-
sentiert die Negativkontrolle Ba/F3-gp130. Zusétzlich wurde je nach eingesetztem Antikor-
per eine Ba/F3-gp130 Zelllinie mit etabliertem Rezeptor (IL-12R31, IL-23R oder IL-12R[32)
als positiver Vergleich herangezogen. Eine Verschiebung des weillen Histogramms nach
rechts ausgehend von der Negativkontrolle bedeutet eine Expression des zu detektierenden
Rezeptors. Entsprechend zeigen alle hier untersuchten Zelllinien eine Expression der Rezep-
torvariante IL-12R31A640-gp130-709-813. Weiterfiihrende Analysen mit diesen Zelllinien
wurden im Rahmen ihrer Dissertation von Leorina Kashtanjeva durchgefiihrt (Daten noch

nicht veroffentlicht).
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Abb. 30: Analyse der Oberflichenexpression von IL-12RB1A640-709-813 in verschiedenenBa/F3-gp130
Zelllinien. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Oberfldchenexpression von IL-12R31A640-709-813 in un-
terschiedlichen Ba/F3-gp130 Zelllinien tiberpriift. (A) Detektion von IL-12Rf1 in Ba/F3-gp130 Zellen durch
Zugabe von a-IL-12RB1-PE. Die grau hinterlegte Kurve zeigt Ba/F3-gp130 Zellen (Negativkontrolle), die
weile Kurve zeigt Ba/F3-gp130 Zellen mit Expression von IL-12R1 (Positivkontrolle) bzw. IL-12R1A640-
709-813. (B) Detektion von IL-12RPB1 und IL-23R in Ba/F3-gp130-IL-23R Zellen durch Zugabe von
a-IL-12RB1-PE bzw. a-IL-23R. Die grau hinterlegte Kurve zeigt Ba/F3-gp130 Zellen (Negativkontrolle), die
weile Kurve zeigt Ba/F3-gp130-IL-23R Zellen mit Expression von IL-12Rf1 bzw. IL-23R (Positivkontrolle)
und IL-12RB1A640-709-813. (C) Detektion von IL-12Rf1 und IL-12RP2 in Ba/F3-gp130-IL-12RPB2 Zellen
durch Zugabe von a-IL-12RB1-PE bzw. a-IL-12Rp2. Die grau hinterlegte Kurve zeigt Ba/F3-gp130 Zellen
(Negativkontrolle), die weille Kurve zeigt Ba/F3-gp130-IL-12R[32 Zellen mit Expression von IL-12R[31 bzw.
IL-12R B2 (Positivkontrolle) und IL-12R31A640-709-813.
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3.4 Klonierung von p409-SOCS3APEST-FLAG-HA-myc

Um zu untersuchen, welche Auswirkung eine Transfektion von SOCS3 auf die Aktivitit von
STAT3 in Stimulationsanalysen mit HEK293T- und U4C-Zellkulturen hat, wurde SOCS3
in den Expressionsvektor p409 kloniert. Dabei lag das Plasmid p409-SOCS3APEST-HA-
myc bereits in der AG Scheller vor. Die Deletion des ,,PEST“-Motivs innerhalb der SH2-
Doméne von SOCS3 erhoht die Stabilitdt von SOCS3 und verlangsamt somit den SOCS3
Abbau [20]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte neben den bereits bestehenden HA- und myc-
tags an SOCS3 zusitzlich ein FLAG-tag eingefiigt werden (Abb. 31). Hierflir wurde das
bestehende Plasmid (8508 bp) zundchst mit Notl linearisiert, die entstandenen Enden
dephosphoryliert, im Agarosegel analysiert und per Gelextraktion gereinigt. Zur Insertion
der codierenden Sequenz fiir den FLAG-tag wurden die Linker mp19-FLAG-L1 (DF737)
und mp19-FLAG-L2 (DF738) phosphoryliert und miteinander verbunden. AnschlieBend er-
folgte die Ligation von Vektor und Linker-DNA zu p409-SOCS3APEST-FLAG-HA-myc
(8541 bp) sowie Transformation des Plasmids in kompetente E. coli Zellen. Zur Detektion
putativ positiver Klone (Fragmentldnge 184 bp) wurde eine colony-PCR mit FP FLAG-FP
(DF748) und RP pcDNA3.1fwd (DF16) durchgefiihrt. Nach Isolation der Plasmid-DNA so-
wie Restriktionsspaltung mit EcoRI (5150 bp, 3391 bp) (Abb. 31B), wurde das Plasmid zur

vollstdndigen Kontrolle sequenziert. Die Sequenz war nach Vergleich wie erwartet.
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Abb. 31: Klonierung des Expressionsvektors p409-SOCS3APEST-FLAG-HA-myc. (A) Schematische
Ubersicht der Klonierung. Das Ausgangsplasmid p409-SOCS3APEST-HA-myc wurde mit Notl geschnitten,
die Schnittstellen sind als schwarze Linien dargestellt. AnschlieBend wurden FLAG-Linker (rot markiert) und
das linearisierte Plasmid ligiert. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Restriktionsspaltung
nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von p409-hSOCS3APEST-FLAG-HA-myc mit EcoRI (1). Erwartete
FragmentgroBen: 5150 bp, 3391 bp. Zudem wurde als Kontrolle K das ungeschnittene Plasmid (8541 bp) und
Marker M2 GeneRuler™ Express DNA Ladder zum Vergleich der FragmentgroBen aufgetragen. (C) Testex-
pression der Plasmide p409-hSOCS3APEST-HA-myc (2 Klone) und p409-hSOCS3APEST-FLAG-HA-myc
in HEK293T Zellen. Die Zellen wurden mit den entsprechenden Plasmiden sowie pEGFP (Negativkontrolle)
transfiziert, nach 48 h lysiert und mittels Western Blot analysiert. Die Antikérper a-FLAG, a-SOCS3 (Test-
expression) sowie a-HA wurden zur Detektion verwendet. Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) betrégt
fiir SOCS3APEST-HA-myc 26,93 kDa, fiir SOCS3APEST-FLAG-HA-myc 28,14 kDa.

Um die Expression des FLAG-Proteins zu iiberpriifen, wurde das Plasmid, sowie das ur-
spriingliche Plasmid p409-SOCS3APEST-HA-myc und pEGFP (Negativkontrolle) transient
in HEK293T-Zellen transfiziert und eine Western Blot Analyse durchgefiihrt (Abb. 31C).
Die Detektion erfolgte durch Zugabe der Antikorper a-FLAG, a-SOCS3 und a-HA. Das
kalkulierte Molekulargewicht betrdgt fiir SOCS3APEST-HA-myc 26,93 kDa, fiir
SOCS3APEST-FLAG-HA-myc 28,14 kDa Ein FLAG-tag ist nur bei Transfektion des neu
generierten Plasmids p409-hSOCS3APEST-FLAG-HA-myc zu erkennen.
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3.5 Erzeugung eines konstitutiv-aktiven IL-23 Rezeptors

Eine Homodimerisierung und konstitutive Aktivitdt des IL-23R konnte bei Deletion der stalk
region sowie Deletion der gesamten ECD nachgewiesen werden [74]. Dagegen ist bereits
eine Insertion der AS-Sequenz ,,PPCL* in der TMD des IL-7Rq fiir eine konstitutive Akti-
vitdt dieses Rezeptors ausreichend und kann fiir therapeutische Zwecke genutzt werden
[131-133]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob ein Austausch der TMD des
IL-23R mit der TMD des IL-7Ra einschlieB8lich der ,,PPCL* Insertion, auch eine konstitu-
tive Aktivitat des IL-23R auslost.

3.5.1 Klonierung des Expressionsvektors p409-1L-23R-TMD-IL-7R-PPCL

Zur Generierung des pCR-Script Plasmids wurde zundchst eine PCR mit template (A) p409-
IL-23R, FP hIL-23R-SnaBI (DF479) und RP hIL-23R-hIL7RTM-RP (DF816) sowie mit
template (B) pcDNA3.1-GFP-VHH-IL7R-ECD-TMD(PPCL)-hIL23R-ICD (Meryem Ou-
zin), FP hIL23R-hIL7RTM-FP (DF815) und RP hIL-23R-Not rev (DF155) durchgefiihrt.
Die Fragmente (A) (210 bp) und (B) (869 bp) wurden nach Agarosegelelektrophorese mit-
tels Gelextraktion gereinigt und in einer Fusions-PCR mit FP hIL-23R-SnaBI (DF479) und
RP hIL-23R-Not rev (DF155) zu IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL (1057 bp) verbunden. Nach
Phosphorylierung und erneuter Gelextraktion erfolgte die Ligation in pCR-Script. Der pCR-
Script Vektor lag bereits in der AG Scheller vor. Das Plasmid (3928 bp) wurde in kompe-
tente E. coli Zellen transformiert, woraufthin eine colony-PCR mit FP pCR-Script fwdl
(DF38) und RP pCR-Script revl (DF39) folgte. Die erwartete Fragmentldnge bei positiven
Kolonien betrug 1300 bp. Weiterhin fand eine Plasmid-DNA-Isolation und Restriktionsspal-
tung mit EcoRI (630 bp, 3298 bp) sowie Sequenzierung statt. Die Sequenz war nach Ver-
gleich wie erwartet. Nach Sequenzierung wurde das Plasmid durch Zugabe von SnaBI line-
arisiert, gereinigt und mit Notl priparativ gespalten (Abb. 32A). Das somit entstandene in-
sert IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL (1034 bp) wurde in einer Gelextraktion erneut gereinigt und
in einen p409-IL-23R-Vektor ligiert. Der Vektor lag bereits geschnitten und dephosphory-
liert in der AG Scheller vor. Nach Transformation des Plasmids (9781 bp) in kompetente E.
coli Zellen erfolgte eine colony-PCR mit FP hIL23R-EcoRV-FP2 (DF366) und RP hIL.23R-
hIL7RTM-RP (DF816), wobei die erwartete Fragmentlinge 706 bp betrug. Anschlieend
wurde eine Plasmid-DNA-Isolation sowie Restriktionsspaltung mit EcoRI, EcoRV und AflII
+ Notl durchgefiihrt (Abb. 32B).
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Abb. 32: Klonierung der konstitutiv aktiven Rezeptorvariante IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL. (A) Schema-
tische Ubersicht der Klonierung. Die Ausgangsplasmide wurden zunéchst mit SnaBI und Notl geschnitten, die
Schnittstellen sind als schwarze Linien dargestellt. Der p409-Vektor wurde weiterfithrend dephosphoryliert.
Anschlieend wurden insert und Vektor ligiert. Das insert ist in rot markiert. Die Abbildung wurde erstellt mit
BioRender.com. (B) Restriktionsspaltung nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von p409-IL-23R-TMD-IL-
7R-PPCL mit EcoRI (1), EcoRV (2) und AfllI+Notl (3). Zwei Klone wurden analysiert. Erwartete Fragment-
grofen (bp): (1) 5150 bp, 2436 bp, 1008 bp, 630 bp, 402 bp, 155 bp; (2) 6653 bp, 2358 bp, 770 bp und (3)
7635 bp, 1941 bp, 205 bp. Zudem wurde als Kontrolle K das ungeschnittene Plasmid (9781 bp) sowie Marker
M2 GeneRuler™ Express DNA Ladder zam Vergleich der FragmentgroBen aufgetragen. (C) Testexpression
der zwei Klone in HEK293T Zellen. Als Negativkontrolle wurde pEGFP verwendet. Nach Transformation und
Inkubation der Zellen fiir 48 h wurden die Zellen lysiert. Anschlieend erfolgte die Analyse mittels Western
Blot. Die Detektion erfolgte mit den Antikorpern a-myc und a-IL-23R. Das kalkulierte Molekulargewicht
(kDa) betrédgt fir IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL 72,31 kDa, fiir IL-23R 71,71 kDa. Die dargestellten Banden
stammen vom selben Blot. Nicht relevante Banden wurden aus der Abbildung entfernt und durch eine Trenn-
linie markiert. Eine Darstellung des vollstindigen Gels findet sich in der ergénzenden Abbildung 11.
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Die Expression des IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL wurde durch Transformation zweier Klone
in HEK293T Zellen und anschlieendem Western Blot tiberpriift (Abb. 32C). Die Detektion
des chimidren Rezeptors erfolgte durch Zugabe der Antikorper a-IL-23R und a-myc, da die
Rezeptoren einen myc-fag tragen. Als Negativkontrolle diente pEGFP, als Positivkontrolle
der IL-23R WT. Das kalkulierte Molekulargewicht betrdgt fiir IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL
72,31 kDa und fiir IL-23R 71,71 kDa. Ein deutliches Signal ist mit Ausnahme von pEGFP
fiir die IL-23R-Varianten zu erkennen.

Nach Generierung des Expressionsvektors und dessen erfolgreicher Expression in
HEK293T Zellen wurde diecDNA kodierend fiir den chimiren Rezeptor weiterfiihrend in
den pMOWS-puro-Vektor fiir die Erzeugung von stabilen Ba/F3-Zelllinien, kloniert
(Abb. 33A). Dieser lag bereits geschnitten und dephosphoryliert in der AG Scheller vor. Das
insert IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL (2070 bp) wurde nach préparativer Spaltung des Expres-
sionsvektors durch Zugabe von Pmel, Agarosegelelektrophorese und Gelextraktion isoliert
und mit dem Vektor ligiert. Anschlieend erfolgte eine Transformation des entstandenen
Plasmids pMOWS-puro-IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL (7852 bp) in kompetente E. coli Zellen
sowie eine colony-PCR mit FP hIL23R-SnaBI-FP (DF479) und RP 3’ pMOWS (DF86). Die
erwartete Fragmentldnge putativ positiver Kolonien betrug dabei 1367 bp. Weiterfiihrend
wurde eine Plasmid-DNA-Isolation und Restriktionsspaltung mit HindIIl, EcoRI und E-
coRV durchgefiihrt (Abb. 33B).
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Abb. 33: Klonierung der konstitutiv aktiven Rezeptorvariante IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL in den retro-
viralen Vektor pMOWS-puro. (A) Schematische Ubersicht der Klonierung. Der pMOWS-puro-Vektor lag
bereits mit Pmel geschnitten und dephosphoryliert in der AG Scheller vor. Das Ausgangsplasmid p409-
IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL wurde mit Pmel geschnitten, die Schnittstellen sind als schwarze Linien darge-
stellt. AnschlieBend wurden insert und pMOWS-puro-Vektor ligiert. Das insert ist in rot markiert. Die Abbil-
dung wurde erstellt mit BioRender.com. (B) Restriktionsspaltung nach Plasmid-DNA Midi-Préparation von
pMOWS-puro-IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL mit EcoRI (1), EcoRV (2) und HindIII (3). Zwei Klone wurden
analysiert. Erwartete Fragmentgrofien (bp): (1) 6590 bp, 630 bp, 402 bp, 155 bp, 41 bp, 34 bp; (2) 3604 bp,
2502 bp, 1671 bp, 75 bp; (3) 4768 bp, 2074 bp, 1010 bp. Zudem wurde als Kontrolle K das ungeschnittene
Plasmid (7852 bp) aufgetragen.

3.5.2 Expression des Rezeptors in Ba/F3-gp130 Zelllinien
Weiterfiihrend wurde die chimire Rezeptorvariante stabil in Ba/F3-gp130 sowie Ba/F3-
gp130-IL-12RB1 Zelllinien etabliert. Nach Transduktion, Antibiotikaselektion und Passage

iiber 2-3 Wochen erfolgte eine Kontrolle der Rezeptorexpression auf den Zellen mittels
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Durchflusszytometrie (Abb. 34). Zur Detektion des IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL wurde der
Antikorper a-IL-23R-bio, zur Detektion des bereits etablierten Rezeptors in den Ba/F3-
gp130-IL-12RB1 Zellen der Antikdrper a-IL-12RB1-PE eingesetzt. Als Positivkontrolle
dienten dabei Ba/F3-gp130-IL-23R Zellen, die in der AG Scheller kontrolliert und stetig
passagiert wurden. Das grau hinterlegte Histogramm zeigt Ba/F3-gp130 Zellen, die weder
den IL-12Rf1 noch den IL-23R exprimieren und als Negativkontrolle dienen. Alle hierbei
untersuchten Ba/F3-gp130 bzw. Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zelllinien zeigen eine Expression
des IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL. Dies wird durch die Verschiebung der Histogramme nach

rechts ausgehend von der Negativkontrolle deutlich.
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Abb. 34: Analyse der Oberfliichenexpression von IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL in verschiedenen Ba/F3-
gp130 Zelllinien. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Oberflichenexpression von IL-23R-TMD-IL-7R-
PPCL in unterschiedlichen Ba/F3-gp130 Zelllinien iiberpriift. (A) Detektion von IL-23R in Ba/F3-gp130-
IL-12RB1 Zellen. Das graue Histogramm zeigt Ba/F3-gp130 Zellen (Negativkontrolle), das wei3e Histogramm
zeigt Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zellen mit Expression von IL-23R (Positivkontrolle) bzw. IL-23R-TMD-
IL-7R-PPCL. Zur Detektion wurde a-IL-23R verwendet. (B) Nachweis der IL-12R[31 Oberfldchenexpression
in Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL Zellen. Die Detektion erfolgte mit a-IL-12Rp1-PE.
Ba/F3-gp130 Zellen wurden als Negativkontrolle (graues Histogramm) eingesetzt. (C) Detektion von IL-23R
in Ba/F3-gp130 Zellen durch Zugabe von a-IL-23R. Das graue Histogramm zeigt Ba/F3-gp130 Zellen (Nega-
tivkontrolle), das weifle Histogramm zeigt Ba/F3-gp130 Zellen mit Expression von IL-23R (Positivkontrolle)
bzw. IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL.
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3.5.3 Chimire IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL Variante ist konstitutiv aktiv

Nach Analyse der Rezeptorexpression wurden die Zellen hinsichtlich ihres Proliferations-
verhaltens und intrazelluldrer Signaltransduktion untersucht (Abb. 35). Wie bei den IL-23R-
gp130 Rezeptorvarianten wurden die Zellen fiir die Proliferationsanalyse auch hier ohne Zy-
tokin (unstimuliert), mit 0,2% HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 oder 1 pg/ml HIL-23 fiir 72 h inku-
biert, bevor das Proliferationsverhalten bestimmt wurde (Abb. 35A). Als Negativkontrolle
wurden Ba/F3-gp130 Zellen eingesetzt. Gleichbleibend wie in den vorherigen Analysen
proliferieren Ba/F3-gp130-IL-12RB1-IL-23R Zellen bei Stimulation mit 1 pg/ml HIL-23
nicht mehr. Anders verhélt es sich dagegen in Ba/F3-gp130-IL-23R Zellen. Hier fehlt IL-
12RB1 und die Zellen wachsen kaum bei einer Stimulation mit 10 ng/ml HIL-23. Jedoch
féllt auf, dass die Zellen bei Stimulation mit 1 pg/ml HIL-23 proliferieren. Dies deutet auf
eine Homodimerisierung des IL-23R durch HIL-23 hin [86]. In Zelllinien mit Expression
der IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL Rezeptorvariante ist eine deutliche Proliferation der Zellen
auch ohne Zytokinzugabe im Sinne einer konstitutiven Aktivitét ersichtlich. Diese konstitu-
tive Aktivierung ist unabhéngig vom Vorhandensein des IL-12Rp1.

Unter gleichen Konditionen wurde eine Analyse der STAT3 Signaltransduktion der Zellen
durchgefiihrt (Abb. 35B). Die Detektion der intrazelluldren Signalproteine erfolgte durch
Zugabe der Antikorper a-STAT3 und a-pSTAT3. Das kalkulierte Molekulargewicht fiir
STAT3 und pSTATS3 betrdgt 80 kDa. Die Aktivierung von STAT3 folgt dabei dem Muster

des Proliferationsverhaltens der jeweiligen Zellen.

85



Ergebnisse

Ba/F3-gp130-IL-12R31 Ba/F3-gp130-IL-12RB31
35000 1 Ba/F3-gp130 Ba/F3-gp130 Ba/F3-gp130
T 30000 -
[=
S 25000 4 iL
wn
2 20000
0,
N 15000 4
@«
™
$ 10000 4
]
T 5000 - |"|
0 | B s [ l—I
* "5@ r},"-g‘ o (0
% o &R K
W D S §
& &
o N
& &~
Q—.’
5 S
W Y
Ounstimuliert ©0,2% HIL-6 @10 ng/ml HIL-23 @1 pg/ml HIL-23
unstimuliert X X X
0,2% HIL-6 X X X
10 ng/ml HIL-23 X X X
1 pg/ml HIL-23 X X X
kDa

- - e d b -—- —*-— a-pSTAT3

100 -

T e e | TR T e | g — 7T

IL-23R IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL

Ba/F3-gp130 Ba/F3-gp130-IL-12RB1

Abb. 35: Analyse des Wachstumsverhaltens und der STAT3 Aktivierung stabiler Ba/F3-gp130 Zelllinien
mit IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL. (A) Ba/F3-gp130 bzw. Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zelllinien mit Expression
des IL-23R oder IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL wurden hinsichtlich ihres Wachstumsverhaltens in unterschiedli-
chen Konditionen untersucht. Als Negativkontrolle (K) wurden Ba/F3-gp130 Zellen verwendet. Die Zellen
wurden 72 h ohne Zytokin (weif3), mit 0,2 % HIL-6 (hellgrau), 10 ng/ml HIL-23 (grau), 1 ng/ml HIL-23 (dun-
kelgrau) kultiviert. AnschlieBend wurde die Zellproliferation mittels CellTiter-Blue® am Fluorometer gemes-
sen. n=3. (B) Analyse der STAT3 Aktivierung in stabilen Ba/F3-gp130 bzw. Ba/F3-gp130-IL-12R1 Zellli-
nien mit Expression des IL-23R oder IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL. Die Zellen wurden unstimuliert gelassen,
sowie 30 min mit 0,2 % HIL-6, 10 ng/ml HIL-23 und 1 pg/ml HIL-23 inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Lyse der Zellen und Western Blot. Zur Detektion wurden die Antikoérper a-STAT3 und a-pSTAT3 eingesetzt.
Das kalkulierte Molekulargewicht (kDa) fiir STAT3 und pSTAT3 betrégt 80 kDa. n=2.

Neben der Analyse des Verhaltens stabil transduzierter Zelllinien wurden zudem U4C Zellen
mit transienter Expression der Rezeptorvariante hinsichtlich ihrer intrazelluldren Signal-
transduktion untersucht (Abb. 36). Dafiir wurden die U4C Zellen zunéchst mit der Rezep-
torvariante 1L-23R-TMD-IL-7R-PPCL, IL-12Rf1, IL-23R und IL-12R1 gemeinsam mit
IL-23R transfiziert, fiir 48 h in DMEM™* und 12 h in DMEM™" (starving) inkubiert. An-
schlieend wurden die Zellen unstimuliert belassen oder mit 10 ng/ml bzw. 1 pg/ml HIL-23
fir 30 min stimuliert. Nach Lyse der Zellen und Western Blot erfolgte die Detektion
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zelluldrer Proteine durch Zugabe der Antikorper a-IL-23R, a-IL-12Rf1, a-STAT3 und a-
pSTAT3. Das kalkulierte Molekulargewicht fiir STAT3 und pSTATS3 betrégt dabei 80 kDa;
IL-12RB1 73,22 kDa; IL-23R 71,71 kDa und IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL 72,31 kDa. Ebenso
wie in der Stimulationsanalyse der stabil etablierten Zelllinien zeigt sich, wenn auch schwi-
cher, eine STAT3 Phosphorylierung ohne Zytokinzugabe in Zellen mit Expression der Re-
zeptorvariante [IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL. Auch U4C Zellen mit alleiniger Expression des
IL-23R verhalten sich wie in der Stimulationsanalyse, eine STAT3 Phosphorylierung ist bei
Stimulation mit 10 ng/ml und 1 pg/ml HIL-23 deutlich zu erkennen. In Zellen mit gleich-
zeitiger Expression des IL-12R31 und IL-23R ist eine STAT3 Phosphorylierung dagegen
erst bei Stimulation mit 1 pg/ml HIL-23 zu sehen. Hier sind die Rezeptoren im Vergleich zu

den anderen transduzierten Zellen allerdings auch deutlich geringer exprimiert.

IL-12RB1 IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL IL-23R IL-12RB1/ IL-23R
unstimuliert X X X X
10 ng/ml HIL-23 X X X X
1 pg/ml HIL-23 X X X X

100 —

. | o

N — N — — — — —— — —— a-STAT3

100 — — - ‘
. a-IL-23R
100 -
: I ' a-IL-12RB1

Abb. 36: Analyse der STAT3 Aktivierung in U4C-Zellen nach transienter Transfektion mit IL-23R-
TMD-IL-7R-PPCL. Nach Transfektion der U4C Zellen mit IL-12Rf1, IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL, IL-23R
und IL-12RB1 gemeinsam mit IL-23R wurden die Zellen fiir 48 h inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen
fiir 30 min mit HIL-23 stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und mittels Western Blot analysiert. Zur Detektion
wurden a-IL-23R, a-IL-12RB1, a-pSTAT3 und a-STAT3 verwendet. Das kalkulierte Molekulargewicht fiir
STAT3 und pSTAT3 betrégt dabei 80 kDa; IL-12Rp1 73,22 kDa; IL-23R 71,71 kDa; IL-23R-TMD-IL-7R-
PPCL 72,31 kDa. n=2
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4 Diskussion

4.1 Chimare IL-23R Varianten weisen unterschiedliche Proliferations-
muster auf

Die IL-23 vermittelte Signaltransduktion erfolgt iiber IL-12R31 und IL-23R. Nach Rezep-
torbindung kommt es intrazelluldr insbesondere zur Phosphorylierung von STAT3 [60].
STATS3 interagiert dabei iiber ,,Ys11FPQ* und vermutlich auch iiber Y484 mit dem humanen
IL-23R [2, 60]. STAT3 induziert unter anderem die Transkription von SOCS3. SOCS Pro-
teine hemmen normalerweise in einer negativen Riickkopplungsschleife Zytokinsignale
[25]. Beschrieben ist dies fiir den IL-6 Signalweg. Hier bindet SOCS3 iiber pY 759 bzw. das
Motiv,,VQpY750STVVH" an gp130 und hemmt die STAT3 Aktivitat [111, 112]. Y759 dient
gleichzeitig als Bindestelle fiir SHP2, ein wichtiges Signalprotein zur Proliferation der Zel-
len [84, 109]. Als Pendant dazu konnte im humanen IL-23R das Tyrosin Y397 bzw. das
Motiv ,,WLY397EDIPN* gelten, da SHP2 hieriiber vermutlich an den Rezeptor bindet [81].
Trotz der Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen interagieren SOCS3 und Y397 wahrschein-
lich nicht, denn obwohl IL-23 Stimulation zu einer steigenden SOCS3 Konzentration in
Ba/F3-Zellen mit humanen und murinen IL-23R fiihrt, bleibt die STAT3 Aktivitét gleich-
bleibend hoch [81, 86]. Dies wurde auch im Rahmen der Dissertation von Felix Thives-
Kurenbach beobachtet [135]. Im Rahmen dieser Arbeit sollten Bereiche innerhalb des hu-
manen [L-23 Rezeptors, die zur SOCS3 Interaktion essenziell sind, ermittelt und durch Klo-
nierung chimérer Rezeptorvarianten aus Anteilen des humanen IL-23R und gp130 genauer
charakterisiert werden. Diese identifizierten Bereiche sollten weiterfiihrend dazu genutzt
werden, eine SOCS3 Hemmung im IL-23 Signalweg zu induzieren.

Nach Klonierung der chimdren Rezeptoren und deren Transduktion in Ba/F3-
gp130-IL-12RB1 Zellen wurde zunichst das Proliferationsverhalten der transduzierten Zel-
len tiberpriift. Zellen mit IL-23R WT proliferierten nach Zugabe von 10 ng/ml HIL-23, nach
Zugabe von 1 pg/ml HIL-23 jedoch nicht mehr. Gegensitzlich dazu verhielt es sich in den
Rezeptorvarianten mit langerem gpl30 Anteil: Zellen mit IL-23R-gp130, IL-23R-
gp130-642-813, IL-23R-gp130-642-813 YS502F und IL-23R-gp130-642-765 proliferierten
weiterhin auch nach Zugabe der hoheren Dosis HIL-23. Auffillig war jedoch insbesondere
das Proliferationsverhalten von Zellen mit IL-23R-gp130-WLYEDIPN. Trotz vollsténdiger
gpl30-Domine und ausschlieBlichem Austausch des Motivs ,,VQYSTVVH®* zu
»WLYEDIPN® aus dem IL-23R WT, verhielten sich die Zellen wieder vergleichbar zu
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Zellen mit IL-23R WT. Fiir eine Verdnderung im Proliferationsverhalten der Zellen geniigte
es jedoch bereits, einzelne Aminosduren im ,,WLYEDIPN“-Motiv des IL-23R auszutau-
schen. Mutation von IP zu VV sowie W und IP zu VVV fiihrten dazu, dass die Zellen erst
nach Zugabe der hoheren Dosis IL-23 weiterhin proliferierten. Ein vollstdndiger Austausch
des ,, WLYEDIPN*“-Motivs mit ,,VQYSTVVH", dem vermeintlichen Pendant im gp130 Re-
zeptor, fiihrte sogar in beiden Konditionen dazu, dass die Zellen keinerlei Proliferation mehr
aufwiesen. Einzig in Zellen mit Rezeptorvariante IL-23R W395V wurde kein Unterschied
im Proliferationsverhalten zum WT beobachtet. Gleiches wurde bereits fiir IL-23R WT,
IL-23R W395V, IL-23R-VV und IL-23R-VVV im Rahmen der Dissertation von Franz
Christian Horstmeier beschrieben [136]. Die Daten wurden inzwischen publiziert [145].

Diese Beobachtungen legen nahe, dass das Motiv ,,WLYEDIPN* im IL-23R ei-
nen wichtigen Einfluss auf das Proliferationsverhalten und Uberleben von Zellen hat. Da nur
SHP2 und nicht STAT3 iiber Y397 an den Rezeptor bindet, bestirkt es die Beobachtungen,
dass der MAPK-Weg eine STAT3 unabhingige Zellproliferation verursacht und
,»WLYEDIPN* fiir die Aktivierung des MAPK-Weges wichtig ist [75, 81]. Verdanderungen
von I und P fithren dazu, dass eine Proliferation der Zellen erst durch eine héhere Dosis an
IL-23 erreicht werden kann. Gegebenenfalls stabilisieren diese Aminosduren die Bindung
zwischen SHP2 und Y397 und fiihren somit zu einer Affinitdtssteigerung, dhnlich wie im
IL-6 Signalweg fiir die Interaktion zwischen SOCS3 und gp130 beschrieben wurde [112,
116]. Moglicherweise hat das ,, WLYEDIPN“-Motiv auch einen Einfluss auf die Aktivierung
der JAK2 Kinase nach Stimulation mit IL-23. Es wurde festgestellt, dass der single nucleo-
tide polymorphism (SNP) R381Q (murin: R400Q) proximal der Aminosduresequenz
L,WLYEDIPN*“ im murinen IL-23R zu einer verminderten Aktivitdt der Januskinase fihrt
[75]. Fraglich ist demzufolge, ob auch die Mutationen W395V, 1400V und P401V innerhalb
des ,,WLYEDIPN“-Motivs einen Einfluss auf die Aktivierung von JAK?2 haben. Weiterfiih-
rende Untersuchungen der JAK2 und SHP2 Aktivitdt nach Stimulation von IL-23R W395V,
IL-23R-VV und IL-23R-VVV mit IL-23 bestdrken diese Annahme [145].

Anderenfalls konnte man vermuten, dass eine hohere Konzentration an I1L-23 zu
einer Hemmung der Zellproliferation in Ba/F3-Zellen mit Expression des IL-23R und
IL-12R1 fiihrt. In diesem Zusammenhang wurde bereits festgestellt, dass verschiedene Do-
sierungen von IL-23 zu unterschiedlicher T-Zellaktivitét in Blasenkrebszellen fiihren. Eine
niedrigere Dosis IL-23 (20 ng/ml) bewirkte dabei eine Zellproliferation, eine hohere Dosis
(40 ng/ml) hemmte diese dagegen [146]. Dieses Phinomen konnte in einer weiteren Arbeit

nach Stimulation von Lungenkrebszellen mit IL-23 in niedriger und héherer Dosis ebenso
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beobachtet werden. Hierbei wurde postuliert, dass die Hemmung der Zellproliferation {iber
IL-12RB1 vermittelt sein kdnnte, da IL-23 in niedriger Konzentration nur an IL-23R bindet
und erst in hoherer Konzentration (40 ng/ml) auch an IL-12Rp1 [147]. Fiir einen tieferen
Einblick in diesen Mechanismus konnten weiterfithrenden Stimulationsanalysen von Zellen
mit Expression des humanen IL-23R jedoch ohne IL-12Rf1 sowie steigenden IL-23 Kon-
zentrationen hilfreich sein, damit das Proliferationsverhalten ohne den postulierten Einfluss

von IL-12R1 untersucht werden kann.

4.2 Chimire IL-23R fiihren zu SOCS3 vermittelter STAT3 Inhibierung

Die Ergebnisse der Stimulationsanalysen iiber 5 h in Ba/F3-gp130-IL-12Rf31 Zellen mit
IL-23R WT unterstiitzen die vorherigen Beobachtungen, dass die STAT3 Phosphorylierung
trotz ansteigender SOCS3 Expression nach Stimulation mit HIL-23 nicht abnimmt [81, 86].
Die Ergebnisse wurden inzwischen verdffentlicht [145]. Deutlich zu erkennen ist der Unter-
schied an den durchgefiihrten Kontrollanalysen nach Stimulation mit HIL-6. Hier nimmt die
STAT3 Phosphorylierung mit zunehmender Stimulationsdauer und SOCS3 Expression ab.
Gleiches gilt fiir Ba/F3-gp130-IL12RB1 Zellen mit Expression der Rezeptorchimére IL-
23R-gp130, IL-23R-gp130-642-813, IL-23R-gp130-642-813 Y502F und IL-23R-gp130-
642-765. Hier nimmt die STAT3 Phosphorylierung nach Stimulation mit HIL-23 iiber einen
Zeitraum von 5 h ab [145]. In der Analyse von Zellen mit Expression des IL-23R-gp130-
WLYEDIPN konnte im Rahmen dieser Doktorarbeit keine eindeutige Aussage getroffen
werden. In einer Untersuchung schien es, als sei eine Abnahme der STAT3 Phosphorylie-
rung zu beobachten, in weiteren Untersuchungen konnte dies aber nicht mehr bestétigt wer-
den. Da eine SOCS3 vermittelte Hemmung von STAT3 aufgrund des Austauschs des
SOCS3-Motivs,,VQYSTVVH® durch das ,, WLYEDIPN“-Motiv nicht erwartet wurde, wur-
den die Stimulationsanalysen im Rahmen ihrer Dissertation von Leorina Kashtanjeva erneut
durchgefiihrt. Diese bestitigten die Vermutung, dass eine Hemmung von STAT3 durch
SOCS3 in Ba/F3-gp130-IL-12RB1 Zellen mit Expression von IL-23R-gp130-WLYEDIPN
nicht stattfindet [145].
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Abb. 37: Schematische Ubersicht der chimiiren Rezeptoren und SOCS3 vermittelte Hemmung der
STAT3 Aktivitiit. (A) Schematische Ubersicht des gp130 und IL-23 Rezeptors. Tyrosine (Y) in der Intrazel-
luldardoméne sind gekennzeichnet. Zum Teil dienen diese als Bindestelle fiir intrazelluldre Signalproteine wie
SHP2, STATs und SOCS3. SOCS3 hemmt iiber gp130 die Januskinase (JAK), weshalb die STAT3 Aktivie-
rung (pSTAT3) abnimmt. Die SOCS3 Konzentration nimmt zwar auch in Ba/F3-gp130-IL-12R1 Zellen mit
Expression des IL-23R nach Stimulation mit HIL-23 zu, hemmt hier jedoch nicht die JAK, sodass die STAT3
Aktivitit gleichbleibend ist. (B) Schematische Ubersicht iiber die IL-23R-gp130 Rezeptorchimire. In Ba/F3-
gp130-IL-12RB1 Zellen mit Expression von IL-23R-gp130, IL-23R-gp130-642-813 bzw. Y502F und IL-23R-
gp130-642-765 nimmt die STAT3 Aktivitit nach Stimulation mit HIL-23 ab, in Zellen mit Expression von IL-
23R-gp130-WLYEDIPN hingegen nicht. Die Abbildungen wurden erstellt mit BioRender.com.

Die Ergebnisse der Stimulation von Zellen mit chiméren IL-23R-gp130 Varianten unterstit-
zen die These, dass SOCS3 {iber pY759 mit gp130 interagiert, jedoch gleichzeitig das Motiv
»VQYSTVVH" um Y759 herum zur Interaktion mit SOCS3 relevant ist [111, 112, 145].

Insbesondere zeigt sich dies in Stimulationsanalysen von Zellen mit Expression der
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Rezeptorvariante 1L-23R-gp130-WLYEDIPN. Obwohl hier nur das SOCS3 Bindemotiv
,»VQYSTVVH* ausgetauscht und die restliche ICD des gp130 belassen wurde, kommt es
nicht zu einer SOCS3 vermittelten Hemmung von STAT3 [145]. Dies bekréftigt, dass nicht
nur das Tyrosin, sondern insbesondere die Sequenz um das Tyrosin herum fiir eine SOCS3
vermittelte Hemmung von STAT3 essenziell ist. Interessant wére es nachfolgend herauszu-
finden, ob die Verdnderung einzelner Aminosiuren im ,,VQYSTVVH"-Motiv des gp130
Rezeptors zu einer Verdnderung der SOCS3 vermittelten Hemmung von STAT3 fiihren.
Hierfiir konnte man analog der Mutationen im ,, WLYEDIPN“-Motiv einzelne Mutationen
in die vermeintlich fiir die SOCS3 Bindung relevanten AS einfiihren und die Stimulations-
analysen mit den verdnderten Rezeptoren erneut durchfiihren. Dariiber hinaus wire sicher-
lich auch eine Uberlegung, ob chimire IL-23 Rezeptoren mit einem noch kiirzeren Anteil
der ICD von gp130 weiterhin eine SOCS3 vermittelte Hemmung der STAT3 Aktivitét auf-
weisen. Damit lie3e sich eingrenzen, ob und welche weiteren Abschnitte im gp130 Rezeptor
zur SOCS3 Interaktion notig wiren. Hierbei stellt sich auch die Frage, ob die Mutation ein-
zelner Aminosduren im ,,WLYEDIPN*“-Motiv, wie in den Rezeptorvarianten IL-23R
W395V, IL-23R-VV und IL-23R-VVYV, oder das ,,VQYSTVVH"“-Motiv alleine, wie in den
Rezeptorvarianten IL-23R-SOCS-A, IL-23R-SOCS-B und IL-23R-SOCS-C, bereits zu ei-
ner SOCS3 Interaktion mit dem IL-23R fiihren oder ob weitere Verdnderungen in der ICD
des Rezeptors dafiir ntig wéren. Dies kdnnte durch zukiinftige Stimulationsanalysen mit
den entsprechenden Zelllinien untersucht werden.

Dariiber hinaus stellt sich auch die Frage, ob das Motiv ,, WLYEDIPN* im
IL-23R WT entscheidend dafiir ist, dass SOCS3 nicht mit dem Rezeptor interagieren kann.
Diese Uberlegung lieBe sich iiberpriifen, indem im IL-23R WT das ,,WLYEDIPN*“-Motiv
mit ,,VQYSTVVH* ausgetauscht wiirde. Dies wurde in der IL-23R-SOCS-A Variante auch
durchgefiihrt, hier ergab sich allerdings das Problem, dass die Zellen unter allen Konditionen
nach HIL-23 Stimulation nicht mehr proliferierten, was vermutlich darauf zuriickzufiihren
ist, dass ,, WLYEDIPN* fiir die Proliferation von Zellen mit IL-23R essenziell ist (siche 4.1).
Allerdings wiesen die Zellen auch keinerlei STAT3 Aktivitdt nach Stimulation mit HIL-23
mehr auf, obwohl Y397 eigentlich nur die Interaktion mit SHP2 und nicht mit STAT3 ver-
mittelt. Fraglich ist demzufolge, ob eine SOCS3 Interaktion mit dem ,,VQYSTVVH*“-Motiv
die Ursache hierfiir sein kdnnte. SOCS3 konnte den JAK/STAT-Weg inhibiert haben und
gleichzeitig SHP2 von Y397 verdringt haben, sodass weder STAT3 Aktivierung noch eine
Proliferation vorhanden wire. Allerdings steht diese Uberlegungen im Kontrast zum IL-6

Signalweg. Hier proliferieren die Zellen weiterhin trotz SOCS3 vermittelter Hemmung der
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STAT3 Aktivitit. Naheliegender wére vermutlich, dass Verdnderungen im ,,WLYEDIPN*-
Motiv die Interaktion und Aktivitit der Januskinase beeinflusst. Sollte die JAK2 nicht mehr
binden oder aktiviert werden konnen, so kann weder SHP2 noch STAT3 aktiviert werden.
In weiterfithrenden Stimulationsanalysen mit HIL-23 wurde deshalb neben der Untersu-
chung des Aktivierungsverhaltens von STAT3 auch das von JAK2 und ERK untersucht. Die
Daten wurden inzwischen publiziert und bestétigen die aufgestellte Vermutung [145].
Weiterfiihrend wére es sinnvoll herauszufinden, welche Auswirkungen die Ver-
dnderungen in den chiméren IL-23R in Bezug auf die Tul7-Zelldifferenzierung haben. Die
IL-23 Signaltransduktion fiihrt zur Aktivierung von Tu17-Zellen und Produktion von IL-17,
was neben der Abwehr von Krankheitserregern auch zur Entstehung von Autoimmunerkran-
kungen beitragt [91-93]. Es stellt sich die Frage, ob durch die Induktion einer SOCS3 ver-
mittelten Reduktion des IL-23 Signals in T-Zellen, im Vergleich zu T-Zellen mit IL-23R
WT, die Differenzierung zu Tul7-Zellen und Sekretion von IL-17 vermindert wird. Bereits
postuliert wurde, dass in Mausen mit SOCS3 knockout in T-Zellen eine hohere Aktivitdt von
STAT3 und vermehrte Differenzierung von Tul7-Zellen nach IL-23 Stimulation zu be-
obachten sei [87]. Diese Beobachtung ist widerspriichlich zur ausgehenden These, dass
SOCS3 keinen Einfluss auf die STAT3 Aktivitét in der IL-23 Signaltransduktion habe. Al-
lerdings zeigt sich der Unterschied in der STAT3 Aktivitdt zwischen SOCS3 knockout und
WT Maiusen insbesondere nach 15 min, wohingegen die Ergebnisse der Zellkulturanalysen
dieser Arbeit und auch in der Arbeit von Engelowski et. al, eine deutlich erhohte SOCS3
Konzentration in Ba/F3-Zellen erst nach 1-2 h zeigen [86, 145]. Zudem nimmt die Phospho-
rylierung von STAT3 in der IL-6 Signaltransduktion und auch in den chiméren Rezeptorva-
rianten nach IL-23 Stimulation erst nach etwa 2-3 h ab [86, 145]. In Studien mit MEF-Zellen
wurde gezeigt, dass eine Hemmung durch SOCS3 insbesondere in der spiten Phase der IL-6
Signaltransduktion auftritt [113]. Dementsprechend ist ein Einfluss und eine Inhibierung
durch SOCS3 nach bereits 15 min unwahrscheinlich und ein Unterschied zwischen SOCS3
knockout und WT Maiusen nicht eindeutig nachweisbar. Anders wire es jedoch, wenn in T-
Zellen eine SOCS3 Expressionssteigerung deutlich frither einsetzen wiirde als in Ba/F3-Zel-
len. Es wire vermutlich sinnvoll, zusatzlich zur Analyse des Einflusses der chiméiren Rezep-
toren auf die Tul7-Differenzierung zu untersuchen, wie sich die SOCS3 Konzentration im
Verhéltnis zur STAT3 Aktivierung in T-Zellen verhélt. Eine gewisse Limitation und somit
keine direkte Vergleichbarkeit konnte in dieser Arbeit jedoch vorgelegen haben, da es sich
im Gegensatz zu den Beobachtungen von knockout Méusen in den Zellkulturanalysen um

Uberstimulationsanalysen handelt.
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4.3 Insertion von PPCL fiihrt zur konstitutiven Aktivitit des IL-23R

Konstitutiv aktive Rezeptoren aktivieren intrazelluldre Signalwege ohne vorherige Zytokin-
bindung und spielen deshalb eine Rolle in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen [5,
123, 124]. Bei Untersuchungen des IL-7Ra konnte nachgewiesen werden, dass die Insertion
eines ,,PPCL*“-Motivs in die TMD eine Homodimerisierung durch Disulfidbriickenbindung
und somit eine konstitutive Aktivitdt des Rezeptors hervorruft [131]. Diese Eigenschaft fiihrt
unter anderem zur Entstehung von ALL bei Kindern [131-133]. Gleichzeitig verstirkt das
,PPCL“-Motiv im IL-7Ra bei Expression in CAR-T-Zellen deren antitumorale Aktivitit in

vitro und konnte dementsprechend zu therapeutischen Zwecken genutzt werden [129].

% > ﬂ' . :I Antigenerkennung

—_—

%' ﬂj % i|SignaIdom:'a'ne

CAR-T-Zelle
'
y
‘o /o
/ -
= = gj
%/ “\% IL-7Ra-PPCL "
CAR-T—ZeIIe

Abb: 38: Schematische Ubersicht CAR-T-Zelltherapie. T-Zellen mit chimeric antigen receptor (CAR) bin-
den nach Verabreichung an spezifische Oberflachenantigene von Zielzellen und fithren zu deren Untergang.

Ko-Expression eines synthetisch mutierten IL-7Ra mit Insertion von PPCL verstérkt die antitumorale Aktivitét
der CAR-T-Zellen. Die Abbildung wurde erstellt mit BioRender.com.

Konstitutiv aktive Rezeptoren bieten den Vorteil, dass diese unabhingig von Zytokinsigna-
len wirken, wodurch Nebenwirkungen durch systemische Zytokinwirkung vermieden wer-
den [129, 148]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte herausgefunden werden, ob nach Austausch
der TMD des IL-23R mit der TMD des IL-7R und Insertion der ,,PPCL“-Sequenz, eine kon-
stitutive Aktivitit auch beim IL-23R zu beobachten ist.

Bereits in den Analysen der Zellproliferation fallt auf, dass die Ba/F3-Zellen mit
IL-23R-TMD-IL7R-PPCL auch ohne Zytokinzugabe proliferieren, sogar in Zellen ohne Ex-
pression des zur IL-23 Signaltransduktion eigentlich bendtigten IL-12RB1. Gleiches gilt fiir
die STAT3 Aktivitdt in Ba/F3-gp130 und U4C Zelllinien, die IL-23R-TMD-IL7R-PPCL
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exprimieren. Eine STAT3 Aktivierung ist im unstimulierten Zustand deutlich zu erkennen.
Die Zugabe von HIL-23 verstirkt die STAT3 Aktivierung des Rezeptors zusétzlich. Die
Ergebnisse wurden im Anschluss dieser Experimente publiziert und bestitigen, dass durch
Austausch der TMD eine konstitutive Aktivitdt durch Ausbildung einer Disulfidbriickenbin-
dung zwischen den Cysteinen und somit Homodimerisierung des IL-23R hervorgerufen
werden kann [138]. Sie liefern neue Ansatzpunkte fiir die Weiterentwicklung aktueller The-
rapien, insbesondere der CAR-T-Zelltherapie.

In klinischen Studien konnte bereits ein positiver Effekt in der Behandlung des
metastasierten Melanoms mit CAR-T-Zellen und Zuhilfenahme des eng verwandten IL-12
erzielt werden, dies hatte allerdings bedeutende Nebenwirkungen durch die systemische Zy-
tokinwirkung zur Folge [148]. Die Expression eines konstitutiv aktiven IL-23R auf CAR-T-
Zellen sollte hingegen keine systemische Wirkung verursachen, sondern insbesondere die
Lebensdauer der Zellen verldngern und somit die antitumorale Aktivitit verstdrken. Neben
der Zellproliferation fordert die IL-23 Signaltransduktion zudem auch die Differenzierung
von Tul7-Zellen. Tul7-Zellen sind haufig in der Tumormikroumgebung anzutreffen und
weisen sowohl tumorférdernde als auch antitumorale Eigenschaften auf [149]. Je nach Tu-
morentitit konnte dies zur antitumoralen Aktivitdt der CAR-T-Zellen beitragen. Dies konnte
bereits in vitro nach Transduktion der IL-23 p40 Untereinheit in die CAR-T-Zellen beobach-
tet werden [150]. Die Zellen waren dadurch fahig, IL-23 zu sekretieren und iiber einen au-
tokrinen Mechanismus antitumoral zu wirken. [150]. IL-23 ist dariiber hinaus an der Patho-
genese verschiedener Erkrankungen, unter anderem chronisch entziindlicher Darmerkran-
kungen, beteiligt [95, 96]. In einer Studie zu Morbus Crohn konnte in vitro gezeigt werden,
dass eine Expression von IL-23R auf CAR-Teg-Zellen zu einer Verstarkung der regulatori-
schen Funktion der Treg-Zellen fiihrt und somit Immunsupprimierend wirkt [151].

Prinzipiell lieBen sich die Beobachtungen einer konstitutiven Aktivitit auf alle
moglichen dimeren Rezeptoren {ibertragen, sofern die TMD des jeweiligen Rezeptors aus-
getauscht werden wiirde. So wurde dies zum Beispiel auch fiir gp130 und synthetisch her-
gestellte Rezeptoren beschrieben [138]. Dies lésst eine grofle Vielfalt fiir potenzielle Thera-
pien oder Verbesserung bestehender Therapien entstehen. Dariiber hinaus kdnnten konstitu-
tiv aktive Rezeptoren in der Erforschung iiberaktiver Signalwege eingesetzt werden. Die
Ergebnisse bieten hier eine alternative Methode zur Generierung tiberaktiver Signalwege in
Zellkulturen. Eine konstitutive Aktivitdt des IL-23R wurde bisher nur durch grof3ere Verdn-
derungen am Rezeptor wie Deletion der gesamten ECD, Deletion der stalk region oder Aus-

tauschs der TMD wie u.a. in dieser Arbeit erreicht [74, 138]. Mutationen, die zu einer in vivo
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vorkommenden konstitutiven Aktivitdt des IL-23R fiihren, sind bisher nicht bekannt [5].
Gegebenenfalls benoétigt es fiir eine konstitutive Aktivitdt des IL-23R jedoch gar nicht so
groBBe Veridnderungen wie der Austausch der TMD oder Deletion der stalk region. Die Inse-
rtion von unpaarigen Cysteinen in der TMD ist immerhin fiir eine konstitutive Aktivitdt des
IL-7R ausreichend und trigt beispielsweise zur Entstehung von ALL bei [131-133]. Diese
Verdnderung im Rezeptor ist vergleichsweise gering, sodass eine spontane Entstehung solch
einer Mutation denkbar ist. Dahingehend wére es sinnvoll, Cysteinmutationen in die TMD
des IL-23R einzufiihren und zu analysieren, ob so bereits eine konstitutive Aktivitit erreicht
wird. Sollte dies fiir den IL-23R zutreffen, so konnten Cysteininsertionen moglicherweise
einen Pathomechanismus in der Entstehung IL-23 vermittelter Autoimmunerkrankungen
darstellen. Interessant wire in diesem Rahmen, SNPs der TMD im IL-23R von Patient*in-
nen mit [L-23 vermittelten Autoimmunerkrankungen zu analysieren und herauszufinden, ob

Cysteininsertionen hiufiger vorkommen als im gesunden Kollektiv.

4.4 Homodimerisierung von IL-23R nach Stimulation mit IL-23

In den Proliferations- und Stimulationsanalysen, die im Rahmen der Untersuchung der kon-
stitutiv aktiven IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL Variante durchgefiihrt wurden, lédsst sich ein
Phianomen erkennen, das bereits bei synthetisch hergestellten IL-23R beobachtet wurde [86].
In Zellen, die ausschlieBlich IL-23R und nicht den fiir die IL-23 Signaltransduktion zusétz-
lich benotigten IL-12RB1 exprimieren, findet eine Proliferation nach Zugabe von 1 pg/ml
HIL-23 statt. Gleichzeitig wird auch eine STAT3 Aktivierung beobachtet. Dies wird am
ehesten durch eine Homodimerisierung des IL-23R begriindet. Eine mogliche Erklarung
hierfiir bietet die komplexe Struktur des IL-23R [152]. In U4C Zelllinien ist eine Homodi-
merisierung des IL-23R bereits ab 10 ng/ml HIL-23 zu sehen. Die Ergebnisse unterstiitzen
die These, dass der IL-23R Homodimere bilden und somit das IL-23 Signal weiterleiten
kann. Das bedeutet, dass auch in Zellen ohne Expression des IL-12Rp1 eine IL-23 vermit-
telte Aktivitdt moglich ist. Dies konnte einen entscheidenden Faktor in der Entstehung von

IL-23 vermittelten Autoimmunerkrankungen darstellen.
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4.5 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern wichtige neue Erkenntnisse iiber die IL-23 Signaltrans-
duktion und bieten einen Ausgangspunkt fiir weiterfolgende Analysen fiir ein besseres Ver-
standnis der IL-23 vermittelten Signalwege. Eine umféingliche Kenntnis {iber 1L-23, den
IL-23R und die nachgeschalteten Effekte ist fiir die Erforschung des Pathomechanismus und
der Bekampfung IL-23 vermittelter Erkrankungen essenziell.

Im Rahmen der Arbeit fiel insbesondere das unterschiedliche Proliferationsver-
halten der Rezeptorchimédre im Vergleich zum IL-23R WT auf. Das Motiv ,,WLYEDIPN*
und die Aktivierung der JAK2 sowie des MAPK-Weges scheinen dabei eine besondere Rolle
zu spielen. Um zu differenzieren, welche Aminoséuren fiir die Aktivierung der Januskinase
wichtig sind, wéren weiterfiihrende Untersuchungen der JAK2 Aktivitdt nach Stimulation
von IL-23R W395V, IL-23R-VV und IL-23R-VVV mit IL-23 sinnvoll.

Dariiber hinaus wire es auch wichtig, weitere chimdre Rezeptoren zu generieren,
um den Mechanismus der STAT3 Aktivierung/ Reprimierung noch genauer zu charakteri-
sieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits zwei weitere chimire Rezeptoren kloniert,
die fiir nachfolgende Stimulations- und Proliferationsanalysen verwendet werden sollen:
IL-23R-SOCS-C, mit einem murinen SOCS3 Bindemotiv des gpl130, sowie IL-
12RB1A640-gp130-709-813. Diese Variante bietet eine Alternative zu den chimédren IL-23R
Varianten, da hierbei IL-12R[1 veridndert wurde. Dartiber hinaus konnten Stimulationsana-
lysen analog der IL-23R-gp130 Varianten fiir diese beiden Rezeptorchimédre sowie die wei-
teren IL-23 Rezeptorvarianten mit SOCS3 Bindemotiven sinnvoll sein. Diese konnten dazu
beitragen, dass das SOCS3 Bindemotiv des gp130 eindeutiger charakterisiert werden kann.

Weiterhin konnte der gpl130 Anteil der chimdren Rezeptorvarianten sukzessive
verkiirzt werden, sodass eine genauere Angabe zu zusétzlich benétigten Motiven oder Ami-
nosduren zur Interaktion zwischen Rezeptor und SOCS3 gemacht werden konnte. Auch die
Einfiihrung einzelner Mutationen in die ,, VQYSTVVH- und ,, WLYEDIPN*“-Motive sowie
Verdnderung des Abstands intrazelluldrer Abschnitte der Rezeptoren zur TMD koénnten zu
einem besseren Verstidndnis der zur Signaltransduktion und Proliferation der Zellen bend-
tigten Strukturen beitragen.

Um den Unterschied zwischen IL-23R WT und den IL-23R-gp130 Rezeptorchi-
maéren in der Interaktion mit SOCS3 und beziiglich ihres Proliferationsverhaltens noch deut-

licher darzustellen, wire eine Analyse des Bindungsverhaltens zwischen Rezeptor und
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SOCS3 mittels Immunprézipitation oder Durchflusszytometrie sinnvoll. Damit lieBe sich
auch eine Verdnderung der Bindungsaffinitit innerhalb der Rezeptorchimére feststellen.

Eine weiterfiihrende Analyse von SNPs insbesondere in der TMD sowie des Ho-
modimerisierungsverhaltens des IL-23R konnte einen entscheidenden Beitrag zum Patho-
mechanismus IL-23 vermittelter Autoimmunerkrankungen liefern. Dariiber hinaus ist eine
konstitutive Aktivitdt des IL-23R als therapeutischer Einsatz in der CAR-T-Zelltherapie
denkbar.
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Anhang

6 Anhang

6.1 Vektorkarten

Im Folgenden finden sich die Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit klonierten
pMOWS- bzw. p409-Vektoren der chiméren IL-23R- und IL-12R[31-Varianten. Relevante
Restriktionsschnittstellen, open reading frames, sowie fiir den Rezeptor und Antibiotikare-
sistenz kodierende DNA-Abschnitte sind eingezeichnet. Die Vektorgrofen sind in bp ange-

geben.

(150) EcoRV /ECORV (225)

_Pmel (1511)
_~"—HindIII (1518)

—— EcoRV (1896)

(5683) ECORV™ T EcoRI (2370)

T EcoRI (2525)

_— EcoRI (3338)
i

—__ EcoRI (3740)
\ ~ Pmel (3764)

\. HindIII (3775)
(3815) EcoRI EcoRI (3781)

(4785) HindIII

pMOWS-hIL-23R-gp130-642-813
8035 bp

Erginzende Abb. 1: Vektorkarte von pMOWS-puro-IL-23R-gp130-642-813
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(150) EcoRV EcoRV (225)

Pmel (1511)
““HindIII (1518)

—EcoRV (1896)

(5557) EcoRV ™~ ~EcoRI (2370)

" EcoRI (2525)

(4659) HindIII —EcoRI (3614)

\ T Pmel (3638)
HindIII (3649)
(3689) EcoRI EcoRI (3655)

PMOWS-hIL-23R-gp130-WLYEDIPN
7909 bp

Erginzende Abb. 2: Vektorkarte von pMOWS-puro-IL-23R-gp130-WLYEDIPN
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(150) EcoRV

EcoRV (225)

0(*6, Pmel (1511)
- — HindIII (1518)
X
K
-
(@]
EN
o — EcoRV (1896)
m
~
&

-
—
KA
/’77

(5485) EcoRV

" EcoRI (2370)

T EcoRI (2525)

- EcoRI (3140)
~__—6xHis

— EcoRI (3542)

(4587) HindIII

"HindIII (3577)
EcoRI (3583)

pMOWS-hIL-23R-SOCS3-mgp130-750-764
7837 bp

(3617) EcoRI

Erginzende Abb. 3: Vektorkarte von pMOWS-puro-IL-23R-SOCS3-gp130-750-764 (SOCS-C)
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EcoRI (360)

NotI (2624)
/-~ [FLAG

N

‘ Notl (2657)
HA

EcoRI (3751)

p409-hSOCS3APEST-FLAG-HA-myc
8541 bp

Erginzende Abb. 4: Vektorkarte von p409-SOCS3APEST-FLAG-HA-myc
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(150) EcoRV‘ EcoRV (225)

Pmel (1511)
“ HindIII (1518)

__—EcoRV (1693)

EcoRI (2148)

(6197) EcoRV ™

(5181) EcoRI

(4932) HindIII —— pmel (3911)

~

HindIII (3922)
(3962) EcoRI  EcoRI (3928)

PMOWS-hIL-12RB31A640-gp130-709-813
8549 bp

Erginzende Abb. 5: Vektorkarte von pMOWS-hygro-IL-12R[1A640-gp130-709-813
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(150) EcoRV EcoRV (225)

Pmel (1511)
—HindIIl (1518)

—EcoRV (1896)

T EcoRI (2370)

" EcoRI (2525)

(4602) HindIII L= EcoRI (3557)
x\\ “Pmel (3581)
| HindIII (3592)
(3632) EcoRI  EcoRI (3598)

pMOWS-hIL-23R-TMD-hIL-7R-PPCL
7852 bp

Erginzende Abb. 6: Vektorkarte von pMOWS-puro-IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL
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6.2 Durchflusszytometrie

hIL23R-bio + Step-ARPC_Ba,2f,F3-gp130.fcs
Gate 1

90

Count

&0

20

T
-10% -10' 10 10’ 10* 10°
hIL23R

[® BaF3-gp30 — gp130-21818

Erginzende Abb. 7: Durchflusszytometrie der Zelllinie Ba/F3-gp130-IL-12Rp1-IL-23R-gp130 und Detek-
tion des IL-23R durch Zugabe von a-IL-23R, erhoben von Doreen M. Floss.

| hIL23R-bio + Step-APC_Ba,2f,F3-gp130.fos ‘

90

60

Count

30

T
10’ 10° 10°
hIL23R

W BaF3-gp30 — SOCS-A-15

Erginzende Abb. 8: Durchflusszytometrie der Zelllinie Ba/F3-gp130-IL-12R31-IL-23R-SOCS-A und De-
tektion des IL-23R durch Zugabe von a-IL-23R, erhoben von Doreen M. Floss.
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6.3 Western Blot
N2 N
& Q°>'rb
o5 3 2~ 7
Q K =] )
& 2 O O
o (’ &
Q'\ " N &S ?)O n ?JO
2 & Fe S
g N B D
& & & & S
kDa Q R < 3 >

100-
a-myc

100-
“ a-IL-23R

Erginzende Abb. 9: Vollstindige Darstellung des Western Blot der Rezeptorvarianten IL-12RB1A640-
gp130-709-813 sowie IL-23R-SOCS-C S->T und der Negativkontrolle pEGFP und Detektion von a-myc bzw.

a-1L-23R.

& &
& &
5 & ~ A
$ S e >
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Erginzende Abb. 10: Vollstindige Darstellung des Western Blot der Rezeptorvarianten IL-12RB1A640-
gp130-709-813 sowie IL-23R-SOCS-C S->T und der Negativkontrolle pEGFP und Detektion von c.-myc bzw.

a-IL-23R.
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Anhang

Erginzende Abb. 11: Vollstindige Darstellung des Western Blot der Rezeptorvarianten IL-23R-gp130-
WLYEDIN sowie IL-23R-TMD-IL-7R-PPCL, der Negativkontrolle pEGFP und Positivkontrolle IL-23R und

Detektion von a-myc bzw. a-IL-23R.
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